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e simples palavras.”

- Max Delbrtick, geneticista, 1966.



RESUMO

Introducdo: O carcinoma espinocelular de boca (CEC) é a sexta neoplasia
maligna mundial, acometendo, principalmente, o labio inferior, lingua e assoalho
bucal. Sua incidéncia € maior em homens e os fatores de risco que desempenham
maior influéncia no seu desenvolvimento sdo o alcool e o cigarro. O gene bcl2
possui acdo anti-apoptotica, cuja proteina age na membrana externa mitocondrial. E
localizado no cromossomo 18g21.3 e o seu polimorfismo bcl2 -398 C > A (SNP) esta
associado com o aumento da transcricdo desse gene e com o0 desenvolvimento de
alguns tumores malignos. Objetivo: Analisar o polimorfismo bcl2 -398 C > A (SNP)
em pacientes portadores de CEC que fazem acompanhamento no Hospital Regional
da Asa Norte (HRAN) e associa-lo ao risco de desenvolvimento da doenga e as
variaveis dos pacientes. Metodologia: Para a genotipagem das amostras, foi
realizada uma PCR-RFLP seguida por uma digestao através da enzima de restricao
Bccl. Posteriormente, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 4% com
brometo de etidio. A confirmacdo da amplificacdo foi feita através de luzes
ultravioletas em um transiluminador. Resultados: Os 8 participantes do estudo
apresentavam historico de consumo de alcool e habito de fumar. Nao houve
associacao estatistica entre o polimorfismo no gene bcl2 -938 A > C (SNP).
Concluséao: O polimorfismo no gene bcl2 -938 A > C (SNP) néo esta envolvido com

o risco de desenvolvimento de CEC de boca.

Palavras-chave: Polimorfismo; bcl2; cancer de boca.
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1. Introducéo

O Carcinoma espinocelular (CEC) de boca, conhecido também por carcinoma
epiderméide e carcinoma escamocelular, € uma neoplasia maligna que se
desenvolve no epitélio de revestimento, presente na mucosa oral, e que possui
diversas formas clinicas e de crescimento (DEUSDEDIT, 2016). Pode acorrer em
quaisquer regides, porém as mais acometidas sao labio inferior, lingua e assoalho
bucal, sendo que assoalho bucal e lingua possuem o pior prognéstico em
decorréncia do maior risco de desenvolverem metastases cervicais (CARLI et al.,
2009).

O desenvolvimento da tumorigénese ocorre principalmente por alteracdes na
proliferacdo e apoptose das células. Tais processos séo controlados por genes pro e
anti-apoptoticos responsaveis por manter a homeostasia dos tecidos, renovando as
células de acordo com as necessidades (YANG et al., 2016; GOLDAR et al., 2015).
A familia de proteinas BCL2 € um grande grupo responsavel por regular o processo

de apoptose, possuindo membros pro e anti-apoptoticos (RENNER et al., 2017).

O gene bcl2, membro da familia de mesmo nome, codifica uma proteina anti-
apoptética localizada na membrana externa mitocondrial que impede a saida do
Citocromo C e a ativacao das caspases que resulta em morte celular por apoptose
(KUNKELE et al. 2013).

Polimorfismos genéticos séo variagdes genéticas ndo letais que ocorrem em
mais de 1% da populacdo (TARDIN et al., 2009). Entre os diversos polimorfismos
gue ocorrem nessa regido, o mais estudado € o polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) que ocorre na posicdo -938 C > A (rs2279115) na regido promotora P2,
aumentando a sua atividade e, consequentemente, diminuindo a transcricdo e a
expressao do gene, auxiliando na imortalizacdo da célula cancerosa (RENNER et
al., 2017).

2. Reviséo Bibliogréfica

2.1. Carcinoma espinocelular de boca (CEC)
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O céancer de boca ocupa a sexta posi¢céo na classificagdo dos canceres mais
frequentes mundialmente (ALVES, 2011). De acordo com as estimativas do INCA
(Instituto Nacional de Cancer), para o biénio de 2018-2019 no Brasil, serdo 11.200
novos casos em homens e 3.500 novos casos em mulheres, ocupando a décima
segunda posicao. Para o Distrito Federal (DF), serdo, de aproximadamente, 130 e

50 novos casos para homens e mulheres, respectivamente (INCA, 2017).

Das neoplasias malignas que acometem a cavidade bucal, 95% séo CEC,
enquanto que os outros 5% correspondem aos linfomas, sarcomas, melanomas e
tumores de glandulas salivares (DEUSDEDIT, 2016). Por esse motivo, 0 termo
“‘cancer de boca” tende a ser usado como sinénimo de CCE (MARKOPOQULOS,

2012).

Os principais fatores de risco séo o etilismo e o tabagismo, 0s quais estao
relacionados com a duracado, frequéncia e intensidade das exposi¢cfes. Quando
associados, o risco é potencializado (SUSLU et al., 2013). Outros fatores que podem
estar presentes sdo infeccdo por HPV, exposicdo a radiacdo UVA solar
(DEUSDEDIT, 2016), bem como alimentacao e higienizacao (TEIXEIRA et al., 2009).
A hereditariedade parece ndo possuir uma associacdo importante com a

tumorigénese do cancer bucal (CARLI et al., 2009).

Apesar de a prevaléncia de CEC ser maior nos homens, nos ultimos anos, a
taxa de CEC de boca comecou a crescer entre as mulheres, principalmente pelo
aumento de consumo de bebidas alcoodlicas e tabaco em individuos desse género.
Entretanto, estudos mostram que houve uma diminuicdo na relacdo homem-mulher,
gue pode ser explicada pela mudanca dos habitos de vida considerados
toxicos/prejudiciais a saude do paciente. Mudancas sociais e geograficas sao fatores

gue podem estar envolvidos com essa reducdo (ALVES et al., 2017).

O CEC é considerado uma doenca de pessoas idosas, com a maioria dos
casos ocorrendo entre os 60 e 70 anos. Todavia comecaram a ser relatados um
aumento no numero de casos em pacientes jovens (com idade inferior a 40 anos).
Os fatores de risco convencionais possuem uma atuagao diminuida nesse grupo. Tal
aumento, entdo, € explicado pela influéncia nutricional e bioldgica, por exemplo,

infeccéo pelo HPV, cuja fisiopatologia ainda nao elucidada (LEITE et al., 2018).
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Embora a cavidade oral tenha um acesso facilitado, o diagndéstico,
geralmente, é feito de forma tardia, quando o arsenal terapéutico esta reduzido. Dai
a importancia de um diagnéstico precoce através de exames clinicos para avaliar a
presenca de lesbes potencialmente malignas, as principais séo: eritroleucoplasia,
leucoplasia, eritroplasia, queiliteactinica, liquen plano, fibrose submucosa e lupus
eritematoso discoide (PATRICIO, 2010).

A leucoplasia é a lesdo mais comum; seguida pela eritroplasia, na qual 90%
dos casos apresentam displasia epitelial severa ou carcinoma in situ; queilite
actinica, patologia que acomete os labios, com prevaléncia de, 0,45 - 2,4%, estando
associado a longos periodos de exposic¢ao a luz solar (AM FERREIRA et al., 2016).

O prognéstico do CEC depende do estadiamento clinico apresentado no
momento do diagnéstico. Nos paises desenvolvidos, o cancer de boca é
diagnosticado ainda no inicio enquanto que, em paises emergentes, o diagnostico é
feito em servigcos publicos de salde em estagios avancados. Nos estadios Il e 1V, a
sobrevida de 5 anos ocorre em 40% dos casos e essa taxa é inferior a 10% em

canceres irressecaveis (ANDRADE et al., 2014).

A regido afetada pelo tumor também esta associada ao prognostico do
paciente: o labio, por ser um local de facil acesso, possui uma deteccdo e um
diagnostico precoce, gerando um prognostico melhor, ao contrario das neoplasias
malignas localizadas dentro da cavidade oral e que possuem proximidade com
vasos linfaticos e sanguineos, além de um dificil acesso. Outros fatores associados
sdo: o grau de diferenciacdo celular e a presenca/auséncia de HPV. Tumores menos
diferenciados apresentam maior risco de desenvolverem metastases cervicais;
pacientes HPV positivos possuem progndésticos melhores por possuirem mutacdes
limitadas (MORO et al., 2018).

O sistema de estadiamento TNM € utilizado amplamente para descrever o
comportamento do tumor, no qual cada sigla corresponde, respectivamente, a
extensdo do tumor, acometimento de linfonodos regionais e presenca de metastases
a distancia. Entretanto, esse método apresenta falhas para determinar o
prognaostico, por esse motivo deve ser analisado em conjunto com as caracteristicas
histologicas (ALVES, 2011). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o
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uso da gradacdo histopatoldégica, que utiliza como parametros: pouco,
moderadamente e bem diferenciados (LOURENCO, 2007).

Tabela 1 — Classificacdo para tumores malignos nos Iabios e na cavidade oral.

Definicao
TX O tumor primario ndo pode ser avaliado.
TO Sem evidéncia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ.
T1 Tumor < 2 cm em sua maior dimensao.
T2 Tumor 2< x <4 cm em sua maior dimenséo.
T3 Tumor > 4 cm em sua maior dimensao.
T4 Tumor > 4 cm e com invasao dos tecidos adjacentes.
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases nos linfonodos regionais.
N1 Metastase em apenas um linfonodo homolateral, com < 3 cm em sua
maior dimensao.
N2 Metastase somente em um linfonodo homolateral com 3 < x < 6 cm

em sua maior dimensdo; ou em linfonodos homolaterais multiplos,
nenhum acima de 6 cm em sua maior dimenséo; linfonodos bilaterais

ou contralaterais, nenhum acima de 6 cm em sua maior dimensao.

N3 Metastase > 6 cm em sua maior extensao no linfonodo.

MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada.
MO Auséncia de metastase a distancia.

M1 Presenca de metastase a distancia.

Adaptado de TNM: Classificacdo de Tumores Malignos, 62 edicéo.

15



O tratamento depende da extensdo do tumor, entretanto, para os casos de
neoplasias em estados iniciais, a escolha de tratamento preconizada é o cirirgico e
a utilizacdo de radioterapia (RT) (BRENER et al., 2007). De acordo com Tam et al.
(2017), 20% dos pacientes apresentaram recidivas (locais, regionais ou metéstases
a distancia) 24 meses ap0s o tratamento inicial, além de uma série de morbidades
provocadas pelo tratamento cirdrgico. A quimioterapia, geralmente, é utilizada como

tratamento adjuvante ou paliativo sem alteracdo na sobrevida do paciente.
2.2. Gene BCL2, expresséo e polimorfismo

O gene bcl2, caracterizado pela sua funcdo anti-apoptoética, foi relatado
pela primeira vez em linfomas foliculares ndo Hodgkin de linfocitos B através da
translocacdo t(14;18)(g32;921). Tal translocacdo, presente em 70-85% dos
linfomas foliculares, proporciona uma justaposicédo do gene bcl2 ao gene JH de
cadeia pesada da imunoglobulina (IgH) provocando uma superexpressao da
proteina bcl2 (MONTOVANI et al., 2010). O aumento na expressao de bcl2 é
percebido, frequentemente, em células do sangue, por exemplo, linfocitos
(HIGASHIYAMA, 1996).

Inner membrane — CYTOSOL

Cytochrome c

MITOCHONDRIAL 1 ¢
MATRIX ghate = 1
N A - Bcl-2

Pro Caspase

Caspase
activation

|
E

Cytloskeletal changes Nuclear changes

i 4

Cytoplasmic condensation Nuclear fragmentation

Figura 1 — Esquema da acéo da proteina BCL2. Fonte: Robbins & Cotran

Patologia — Bases Patoldgicas das Doencas. 102 edigéo.
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O gene bcl2 esta localizado no cromossomo 18g21.3 e € composto por 3
exons e 2 regides promotaras (P1 e P2) que possuem fun¢des distintas: o segundo
promotor regula negativamente o primeiro, diminuindo a expressao do gene (ZHANG
et al.,, 2011). A super-expressdo desse gene esta associado com canceres
agressivos e/ou resistentes ao tratamento com antineoplasicos, sendo considerado
um alvo terapéutico promissor para o desenvolvimento de novas drogas (GOLDAR
et al., 2015).

A proteina bcl2 é expressa em vérios tipos celulares, sobretudo as células de
“vida longa”, por exemplo, linfécitos de memodria e neurdnios. Tal expressdo tem
como funcéo realizar a manutencao de células precursoras presentes na membrana
basal de varios tecidos, como o tecido epitelial presente na pele, prostata e colon
(HOCKENBERY et al., 1991).

O aumento da expressdo de bcl2 nas displasias (estagios iniciais da
carcinogénese) seguida pela sua diminuicdo quando ocorre o estabelecimento do
cancer sugere que a proteina tem um papel fundamental na tumorigénese,
mantendo a célula imortal para acumulo de mutacdes e quando o tumor se instala,
se torna redundante ter altas concentracdes da proteina quando ha producédo de

novas proteinas anti-apoptoticas (SINGH et al., 1998).

Arya, Singh e Daniel (2016), estudando céancer oral através de imuno-
histoquimica encontraram associacao estatistica entre o0 aumento da expresséo de
bcl2 com células cancerosas pouco diferenciadas e bem diferenciadas. Também
houve associacdo entre 0 aumento da expressdo de bcl2 com a displasia moderada
e neoplasias do tipo proliferativo, sugerindo a participacdo dessa proteina na
tumorigénese/carcinogénese e em um prognostico desfavoravel para os pacientes,
assim como ocorre em linfomas de células B. Nao foi encontrado associacao entre o

aumento de expressao e o local de desenvolvimento do tumor.

Zhang et al. (2008) ndo estabeleceu uma associacdo entre o aumento na
expressdo de bcl2 no carcinoma espinocelular de boca a sobrevida dos pacientes,
tamanho do tumor, gradacdo histopatologica, acometimento de linfonodos e
metastases e histérico de consumo de alcool e habito de fumar. Tais achados séo

similares ao estudo de Arya, Singh e Daniel (2016), apenas divergindo em relacéo
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ao habito de fumar. Porém, j& foi estabelecido para outros tumores, por exemplo,
carcinoma de células escamosas de laringe, associacdo entre o aumento da
expressdo com o fendtipo agressivo e localizagdo anatbmica, além de ser um
regulador negativo para a implementacédo bem sucedida da radioterapia, enquanto
gue para o CCE nao ha um consenso (CHRYSOVERGIS et al., 2019).

Ha, na literatura, dados antagdnicos em relacdo a sobrevida dos pacientes
com o0 aumento na expressao de bcl2, sugerindo uma acao especifica nos diferentes
tecidos: a superexpressédo de bcl2 est4 associada em baixa sobrevida em pacientes
gue possuem leucemia linfocitica cronica de células B, por exemplo, enquanto que
em cancer colorretal a sobrevida é maior (OFNER et al., 1995; FADERL et al., 2002).

O aumento nos niveis de proteina bcl2 ndo necessita, exclusivamente, da
translocacéo t(14;18)(g32;921). Esse aumento ocorre em uma variedade de tecidos,
em desenvolvimento ou adultos, por exemplo, mama, tiredide e prostata (DEROSSI
et al., 2003). Entretanto,de acordo com Montovani et al. (2010), a presenca da
mutacdo bcl2/JH estava presente em12,5% dos casos de carcinoma espinocelular

de boca e de faringe.

A taxa de expressdo de bcl2 varia de acordo com o grau histopalégico do
CCE, concluindo que o gene bcl2 possui um papel fundamental no processo de
tumorigénese (SUTARIYA et al., 2016). Além do mais, a expressao também varia de
acordo com a topografia da doenca (SUDHA et al., 2011), entretanto, os estudos

apresentam resultados divergentes em relacéo a essas caracteristicas.

Um dos principais polimorfismos que ocorrem no gene bcl2 é o SNP -938 C >
A (rs2279115) na regido promotora P2. Esse polimorfismo provoca uma diminui¢cao
na funcdo reguladora de P2, consequentemente, ocorrendo um aumento na
transcricdo do gene. Por ser um gene antiapoptético, a super-expressao da proteina
pode provocar um acumulo de mutacdes que levam a formacdo de uma geracéo de
células cancerosas. Tal polimorfismo esta associado a progressao da leucemia
linféide crdnica, carcinomas na orofaringe, na prostata, entre outros (NUCKEL et al.,
2007; LEHNERDT et al., 2009; KIRAZ et al., 2016). Bachmann et al. (2007; 2011)

relataram uma associagao entre a presenca do alelo A e a sobrevida dos pacientes.
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Zhang et al. (2011) concluiram que o gendtipo homozigoto AA, em pacientes
chinesas portadoras de cancer de mama, esta associado a uma suscetibilidade e a
um risco maior de desenvolvimento do carcinoma,além de esta associado com a
presenca de ndédulos a um melhor progndstico. Entretanto, ndo esteve associado
com o aumento da expressao, discordando de Nuckel et al. (2007).

Li et al. (2013), estudando o polimorfismo SNP -938 C > A, em tumores
localizados no sistema nervoso central, ndo encontrou significancia estatistica entre
a presenca do polimorfismo e o habito de fumar e o consumo de bebidas alcodlicas.
Foi demonstrado que pacientes que possuiam glioblastoma em estagio 4
apresentavam uma frequéncia maior no genétipo homozigoto AA, correlacionando
como marcador de progndéstico e desenvolvimento da neoplasia, além disso, o
genotipo AA e o alelo A estavam associados a um risco e uma suscetibilidade maior
de desenvolvimento do tumor, assim como para carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (CHEN et al., 2007), cancer de eso6fago etc (LIU et al., 2011).
Todavia, Lehnerdt et al. (2009) n&o associou o polimorfismo SNP -938 C > A com o

risco de desenvolvimento de cancer de células escamosas orofaringeo.

Chen et al. (2007), estudando canceres de cabeca e pescoco, observaram
associacao entre o risco de desenvolvimento do tumor com consumo de alcool e o
habito de fumar. Associando com o polimorfismo do gene bcl2 -398 C > A, néo

houve significancia estatistica para o risco de desenvolvimento do tumor.

Em céancer de células pequenas pulmonares, Yang et al. (2015) perceberam
gue o gendtipo homozigoto mutante AA estava significativamente mais baixo no
grupo caso e que o alelo A, com relagdo ao risco, seria fator de protecdo para o
desenvolvimento da patologia. Também foi possivel associar o polimorfismo e o
risco desenvolvimento da neoplasia com a idade, género e caracteristicas clinicas
dos individuos. Foi observada uma associacdo estaticamente significante entre os
gendtipos AC e AA e a diminuicdo do risco em individuos maiores e menores de 57

anos de idade para ambos 0s sexos, principalmente para estagios mais limitados.

Assim como para o cancer de células pequenas pulmonares, Pan et al. (2015)
encontraram que o alelo A também é fator de protecdo para o0 risco de

desenvolvimento do carcinoma esofagico de células escamosas, principalmente
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entre aqueles que ndo possuem héabito de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas. Ndo

foi encontrada associacdo entre a suscetibilidade e os sexos dos individuos.

Em carcinomas de células renais, ndo foi encontrado associacdo entre o
polimorfismo e os fatores clinicos dos pacientes, como estadiamento do tumor e
classificacdo TNM. Os principais efeitos da presenca do genétipo homozigoto
mutante foram o aumento da expressao da proteina bcl2, diminuicdo da apoptose e
aumento da proliferacdo celular. Individuos que apresentam o alelo A e carcinoma
de células renais possuem um aumento na sobrevida global, além de possuirem um
bom prognéstico, entretanto, ndo foi estabelecido nenhum risco associado a
suscetibilidade do tumor (Hirata et al., 2009).

A presencga do genotipo homozigoto CC, em individuos portadores de cancer
de préstata, age como um marcador associado com a recidiva apos a realizacdo da
prostatectomia radical, podendo ser um fator preditivo. Nao foi encontrada nenhuma
associacao entre o polimorfismo e o risco de desenvolver o tumor. Alguns estudos
associam o polimorfismo rs2279115com a escala de Gleason, estadiamentos
elevados e refratarios ao tratamento hormonal, até mesmo coma progressdo da

doenca, porém os resultados ainda sao discordantes (Hirata et al., 2009).

A proteina BCL2 pode ser usada como um alvo terapéutico eficiente. A
combinacdo de ABT-199 (venetoclax), medicamento usado no tratamento de
linfomas, e quimioterapia (geralmente cisplatina) possui uma grande eficacia no
tratamento de CEC. O ABT-199 é um potente inibidor da bcl2, provocando danos a
mitocdndria, que pode ser medida através da quantificacdo de EROs, ATP, entre
outros; potencializando os efeitos de farmacos antineoplasicos. Nao atua de maneira
seletiva, porém provoca mais danos nas células cancerosas do que nas células
saudaveis (XIONG, 2016).

3. Justificativa

Nos ultimos anos, o tratamento de CEC evoluiu, entretanto a sobrevida dos
pacientes diagnosticados manteve-se constante, igual a 5 anos aproximadamente
(MARKOPOULOS, 2012). Também representa um grande problema de saulde
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publica em decorréncia dos altos indices de mortalidade e morbidade. As maiores
taxas de mortalidade estdo presentes nas regifes sudeste e sul do pais
(DEUSDEDIT, 2016). Além disso, tumores com caracteristicas clinicas e
histopatoldégicas semelhantes apresentam comportamentos agressivos diferentes,
inclusive estando associado a uma resposta negativa ao tratamento com
radioterapia e/ou quimioterapia por inibir a apoptose induzida (POPOVIC et al.,
2007).

Portanto o estudo do CEC, associado ao polimorfismo do gene bcl2 -938 C >
A, podera fornecer informagdes que auxiliardo no diagnostico precoce, através da
formacdo de marcadores tumorais e moleculares capazes de prever o curso da
doenca, auxiliando na definicdo do prognostico e do tratamento, diminuindo as

morbidades provocadas.

4. Objetivos
4.1. Objetivo Geral

e Analisar o polimorfismo no gene bcl2 -938 C > A em participantes portadores
do CEC de boca com suas diferentes manifestacfes clinicas em pacientes do
ambulatorio de Estomatologia do Hospital Regional da Asa Norte (HRAN) que
apresentam lesdo bucal compativel com hipétese de diagndstico de CEC e

gue foram confirmados posteriormente.

4.2. Objetivos especificos

e Associar o polimorfismo com o risco de desenvolvimento de CEC de boca;
e Executar as estratégias de biologia molecular (PCR e digestdo enziméatica)
para estudo do polimorfismo no gene bcl2 e investigar possivel associacdes

clinicas.
5. Metodologia

5.1. Revisao de literatura
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Os instrumentos de pesquisa utilizados foram: Scielo Brasil, Periddicos
Capes, MedLine, Lilacs e Biblioteca Virtual em Saude. O periodo de acesso foi de
agosto de 2018 até agosto de 2019.

5.2. Célculo Amostral

Foi utilizado o software Roasoft para calcular o valor de n minimo para uma
significancia estatistica 95%. Para isso, foi utilizado o valor da populacdo do DF,
estimada em 3 milhdes de pessoas, e o nUmero da incidéncia de cancer de boca
para o ano seguinte igual a 160 pessoas/100 mil habitantes no DF, segundo o INCA.
O valor minimo de amostras para nivel de significancia de 95% para o CEC foi de

trés pacientes.

5.3. Amostra e estratégias de Biologia Molecular

As amostras de sangue venoso sofreram extracdo do material genético que,
em seguida, foi submetido a estratégia PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism Polymerase Chain Reaction) para estudo da distribuicdo dos SNPs.
Os produtos formados sofreram acédo da enzima de restricdo Bccl. Com 0s novos

produtos, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose.

5.4. Participantes da Pesquisa

Critérios de inclusdo dos pacientes

Casos: Foram analisados pacientes ambulatoriais do setor de Estomatologia
do Hospital Regional da Asa Norte (HRAN) que apresentaram lesdes bucais
compativeis com a hipétese de diagnostico de CEC, confirmadas posteriormente.
Maiores de 18 anos e gue aceitaram participar da pesquisa. Foram preenchidas

fichas clinicas com dados demogréficos dos participantes.

Controle: Foram analisados 30 pacientes saudaveis do sexo masculino
maiores de 18 anos que fazem parte do banco de controle do laboratério de Andlises

Clinicas da Faculdade de Ceilandia e que aceitaram fazer parte da pesquisa.

5.5. Termo de Consentimento

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo, caso possuissem condi¢cdes de compreender e
assinar o TCLE. Projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica (CAAE:
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58398716.1.0000.0030) e com fomento pela FAPDF (edital 04/2017 — demanda

espontanea).

5.6. Procedimentos Técnicos Laboratoriais

As amostras de sangue total dos participantes portadores do cancer da boca
foram coletadas por punc¢éo venosa, cerca de 5 mL, com material adequado, novo e
descartavel, no HRAN. ApGs a coleta, o material foi mantido em recipiente contendo
gelo, até o transporte para a Universidade de Brasilia (UnB), no campus da
Faculdade de Ceilandia (FCE) no laboratério de Andlises Clinicas, onde foram

estocados e ocorreram 0s processamentos das amostras.

O DNA genbmico foi extraido de leucdécitos presentes no sangue utilizando o
método Salting Out (MILLER et al, 1988) atraves de Kit comercial
(lustraTMBloodgenomicPrep Mini Spin, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
seguindo as recomendacdes do fabricante. A quantidade de DNA gendmico foi
determinada através do equipamento Nanovue Plus (GE Healthcare, UK) por meio
de leitura espectrofotométrica nas densidades o6ticas (DO) 260 e 280nm. A pureza
do material gendémico foi considerada adequada quando a razao destas densidades
oticas (A260/A280) for maior ou igual a 1,8. O DNA gendmico de cada paciente foi
armazenado em microtubo de 1,5 mL estéril e congelado a -20°C. O DNA extraido
foi descongelado para se proceder com os exames de polimorfismo genético, que foi
realizado pelo método PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) qualitativo, onde
analise de polimorfismos se dara com o uso de enzimas de restricdo, de acordo com

a regido génica de foco deste estudo.

A genotipagem do polimorfismo SNP -938 C > A foi realizada através da
técnica de PCR-RFLP. As sequéncias dos iniciadores utlizados foram: 5'-
CTGCCTTCATTTATCCAGCA-3’, do forward, e 5-GGCGGCAGATGAATTACAA-3’,
do reverse. Em cada PCR, foram utilizados 25uL de solu¢édo reagente, contendo:
4uL de DNA gendmico (2,5ng/uL); 12,5uL de Tampao 10x Tagq; 3,8uL de MgCl. (0,5
a 5mM); 10uL de dNTP (20 a 200uM); 5uL de cada oligo (0,1 a 0,5mM); 2uL de Taq
DNA Polimerase (0,5 a 2,5U); e 66,8uL de agua milig. A PCR foi realizada nas
seguintes condi¢des: 94°C por 5min; 35 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C

por 30s, e extensdo de 72°C por 10min.
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Apos a PCR, 10uL de cada amostra sofreu digestao pela enzima de restricdo
Bccl durante 2 horas. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma
eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio a 4%. A confirmacdo da
amplificacdo foi feita através de luzes ultravioletas em um transiluminador.O
genotipo homozigoto selvagem (CC) produziu duas bandas de 189 e 111pb; o
genotipo heterozigoto (CA) produziu trés bandas de 111, 189 e 300pb; e o gendtipo
homozigoto mutante (AA) produziu apenas uma banda de 300pb.

5.7. Anélise estatistica

A aderéncia ao equilibrio Hardy-Weinberg para a frequéncia genotipica em
controles foi analisada pelo teste do qui-quadrado com um grau de liberdade. As
frequéncias genotipicas e alélicas nos pacientes com CEC de boca foram
comparadas ao grupo controle por meio do teste qui-quadrado em modelos
recessivos e dominantes. A associacdo de caracteristicas clinicas para cada
genotipo foi analisada com o teste qui-quadrado e foi adotado o nivel de significancia
de 5%.

Também foram calculadas Oddsratio (OR) das frequéncias alélicas e
genotipicas, com intervalo de confianca (IC) de 95%. O programa estatistico
utilizado foi o SPSS (versao 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

6. Resultados

Os dados demograficos e os clinicos estdo presentes na Tabela 2. As 8
amostras analisadas pertencem a homens com média de idade igual a 57,75 anos
(x7,0). A maioria dos participantes € parda com histérico de consumo de bebidas
alcodlicas. A totalidade da amostra apresentou-se como tabagista. A maioria dos
casos de CEC foi diagnosticada na lingua. Em relacdo ao sistema TNM, a maior
parte dos tumores foi classificada em T2 e T4a, N1le MO. Avaliando a histopatologia,
as neoplasias malignas foram classificadas em invasivo bem diferenciado e

moderadamente diferenciado.
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Tabela 2 — Frequéncia das variaveis demograficas e clinicas dos participantes

da pesquisa.
Variaveis Contagem Porcentagem

Pardo 5 83,3 %
Cor/Raca Branco 1 16,7 %
Tabaco Sim 8 100,0 %

Sim 6 75 %

Alcool N&o 2 25 %

Lingua
(Superficie 4 50 %
ventral inferior)
Gengiva, alvéolos 1 12,5 %
inferiores
Labio inferior 1 12,5 %
Localizacéo
Assoalho 1 12,5 %
Lingua (bordo 1 12,5 %
posterior)

T2 2 40,0 %
T3 1 20,0 %
Status T T4a 2 40,0 %
NO 2 40,0 %
Status N N1 3 60,0 %
MO 2 66,7 %
Status M MX 1 33,3%
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Invasivo bem

_ ) diferenciado
Histopatologia

Moderadamente
diferenciado

50,0 %

50,0 %

Estadio v

33,3 %
33,3 %

33,3 %

A tabela 3 traz as informacdes sobre a genotipagem e o0 risco de

desenvolvimento de CEC. A distribuicdo dos gendtipos no grupo controle estava em

equilibrio HW (P = 0,583). O gendtipo heterozigoto CA foi 0 mais encontrado,

presente em 50 % da amostra, enquanto que os genotipos homozigotos CC e AA

obtiveram a mesma frequéncia, 25 % cada. Na&o houve associacdo estatistica

genotipica e alélica em relacédo ao desenvolvimento de CEC.

A tabela 4 expde a distribuicdo genotipica em relacdo as variaveis clinicas.

Percebe-se que os genotipos CA e AA sdo mais frequentes em individuos pardos

gue consomem alcool e apresentam habito de fumar. Esses genotipos parecem

estar envolvidos com a localizacdo do tumor, com a classificagdo TNM e com o

estadiamento clinico do paciente.
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Tabela 3 — Associagao do polimorfismo do gene bcl2 -938 C > A com o

carcinoma espinocelular de boca.

Grupos
CEC Controle
bcl2 N % N % P valor OR
938C>A (IC 95 %)
CcC 2 25,0 14 46,7
CA 4 50,0 12 40,0 0,497 NA
AA 2 25,0 4 13,3
Total 8 100,0 30 100,0
CC 2 25,0 14 46,7
CA + AA 6 75,0 16 53,3 0,426 0,38
(0,06-
2,20)
Total 8 100,0 30 100,0
C 8 50,0 40 66,7
A 8 50,0 20 33,3 0,219 0,50
(0,16-
1,53)

Total 16 100,0 60 100,0
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Tabela 4 — Distribuicdo genotipica de acordo com as varidveis demogréficas e

clinicas.
bcl2 -938C > A
CC CA AA
N % N % N %
Pardo 0 0,0 3 75,0 2 100,0
Cor/Raca Branco 0 0,0 1 25,0 0 0,0
Tabaco Sim 2 100,0 4 100,0 2 100,0
Sim 2 100,0 2 50,0 2 100,0
Alcool N&o 0 0 2 50,0 O 0
Lingua
(Superficie 0 0,0 3 75,0 1 50,0
ventral inferior)
Gengiva,
alvéolos
' 0 0,0 0 0,0 1 50,0
superiores
Localizacéo Labio inferior 0 0,0 1 25,0 0 0,0
Assoalho 1 50,0 0 0,0 0 0,0

Lingua (bordo

posterior)
1 50,0 0 0,0 0 0,0

T2 0 0,0 0 0,0 2 100,0

Status T T3 0 0,0 1 50,0 0 0,0



T4a 1 100,0 1 50,0 0 0,0

NO 1 100,0 0 00% 1 50,0
Status N N1 0 0,0 2 1000 1 50,0

MO 0 0,0 1 1000 1 100,0
Status M MX 1 100,0 0 0,0 0 0,0

Invasivo bem 1 100,0 0 0,0 0 0,0

) ) diferenciado
Histopatologia

Moderadamente 0 0,0 1 100,0 0 0,0
diferenciado

Il 0 0,0 0 0,0 1 50,0
Estadio 1 0 0,0 0 0,0 1 50,0
A\ 0 0,0 1 10000 O 0,0

7. Discussao

O CEC de boca € uma das neoplasias mais frequentes, acometendo mais
homens com idade entre 51-60 anos. Os principais sitios de desenvolvimento séo:
lingua, rebordo alveolar e palatos (CARLI et al., 2009). Entretanto, Teixeira et al.
(2009) encontraram que os sitios mais frequentes séo: assoalho de boca, lingua e
labio. Os participantes da nossa pesquisa desenvolveram neoplasias malignas na

lingua, tanto na superficie dorsal quanto na ventral.

Todos os pacientes possuiam habito de fumar e a maioria possuia historico
de consumo de bebidas alcodlicas. Ambos os fatores sdo considerados de risco
tanto para o desenvolvimento de CEC quanto de outros tumores de cabeca e
pescoco e ja sdo bem estabelecidos na literatura (MARKOPOULOS, 2012).

Teixeira et al. (2009), verificaram que a maioria dos pacientes possuiam
estadiamento Ill ou 1V, que sdo estadios avancados. Este fato est4 associado com a
dificuldade que a populacdo tem ao acesso aos servicos publicos de saude e por

uma falha da atencd@o basica em rastrear e identificar esses individuos. Tal fato €
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uma caracteristica de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (ANDRADE
et al., 2014).

Em tumores de cabeca e pesco¢o, mama e outros tipos, os genotipos CA e
AA foram mais frequentes, assim como 0s nossos resultados (Chen et al. 2007;
Zhang et al. 2011). Todavia, HIRATA et al. (2009) encontraram o inverso em seu
estudo com cancer de prostata: o gendétipo homozigoto CC foi o mais frequente em
relacdo aos genotipos CA e AA.

Kidd et al. (2006), apés estudar o polimorfismo em 3 populacdes distintas com
cancer de prostata, percebeu que o genodtipo CA e AA estava mais frequente em
americanos europeus do que em jamaicanos e americanos afrodescendente.No

presente estudo, os genotipos CA e AA foram encontrados, em maioria, em pardos.

Zhang et al. (2011), estudando cancer de mama, ndo encontraram associagao
entre a presenca do polimorfismo e o desenvolvimento da neoplasia. Entretanto,
Chen et al. (2007), estudando o polimorfismo no gene bcl2 -938 A > C (SNP)
associado, simultaneamente, com outros polimorfismos (bax -248 G > A e TP53
Arg72Pro) em cancer de cabeca e pescoco localizados na cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe e laringe, ndo encontraram associacado entre os polimorfismos e o risco
de desenvolvimento de desenvolvimento de tumores, bem como 0S noOSsoS
resultados e Pan et al. (2015) também n&o encontraram associacdo entre a
presenca do no gene bcl2 -938 A > C com o desenvolvimento de tumores malignos
esofagicos. Entretanto, Liu et al. (2011) encontrou associacao entre a presenca do
gendtipo homozigoto AA com um risco aumentado para o desenvolvimento de

cancer esoféagico.

Analisando o tabagismo associado ao polimorfismo, avaliando a sua
influéncia e suscetibilidade ao desenvolvimento de neoplasias malignas de cabeca e
pescoco, pode-se constatar que, entre os ndo fumantes, os gendtipos CA e AA
possuiam menor risco de desenvolver o cancer do que o gendtipo CC, enquanto que
entre os fumantes, a presenca dos gendtipos CA e AA possuiam significativa
associacdo em desenvolver canceres (YANG et al, 2015). Em pacientes que

possuem linfoma ndo Hodgkin, a frequéncia do gendtipo homozigoto mutante AA era

30



superior a frequéncia dos gendétipos CA + AA em pacientes tabagistas (WANG et al.,
2013).

Para Wu et al. (2011), estudando o desenvolvimento precoce
adenocarcinoma esofagico, perceberam que o polimorfismo C > A estava associado
ao desenvolvimento de tumores precoces. De forma contraditéria, o genotipo
homozigoto mutante AA age como fator protetor para o desenvolvimento de cancer
de pulméo de células pequenas, tanto para homens com idade de 57 anos ou
menos e maiores de 57 anos (YANG et al, 2015). Assim como também age
diminuindo o risco de desenvolver cancer de mama, quando comparado com 0O
genotipo CC, segundo Barzegar, Moghaddam e Nikbakhsh (2017). Entretanto, estes

autores nao encontraram associacao entre a idade das pacientes com o polimorfimo.

A dificuldade de retorno dos pacientes prejudicou a coleta de dados em
relacdo ao sistema TNM e a andlise histopatologica dos tumores. Entretanto, de
acordo com a literatura, é possivel associar o polimorfismo com o tipo de tumor. O
gendtipo homozigoto AA estava associado a tumores esofagicos pouco
diferenciados, ja para tumores mamarios, foi encontrado associacdo com o tipo
lobular e com o0 acometimento de linfonodos regionais (Liu et al. 2011; Zhang et al.
2011). Para Yang et al. (2015), considerando diversos estagios clinicos de tumores
de cabeca e pescoco, concluiram que os genadtipos CA e AA desenvolviam tumores
limitados, mas nao encontraram associacdo entre o polimorfismo e o
desenvolvimento de tumores extensos. Pacientes com linfoma n&do Hodgkin que
possuem gendtipo homozigoto mutante AA possuem um risco maior de denvolverem
estadiamnetos Ill ou IV do que estadiamentos | e Il (WANG et al., 2013). Por outro
lado, Barzegar, Moghaddam e Nikbakhsh (2017) ndo encontraram associacdo com
nenhuma caracteristica clinica, como sistema TNM e gradacao histopatologica, de

mulheres com cancer de mama e o polimorfismo.

8. Concluséao

O gene blc2 possui acdo anti-apoptotica, agindo na membrana mitocondrial.
O polimorfismo no gene bcl2 -938 A > C (SNP) esta envolvido co o desenvolvimento

de alguns tumores, entretanto, ndo esta associado ao risco de desenvolvimento de
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CEC de boca, porém estd associado a um prognadstico ruim em decorréncia da sua
presenca em tumores de estadiamento avancgado, sugerindo a participacéo do gene
bcl2 no desenvolvimento de tumores mais agressivos, entretanto, é importante um
novo estudo, com mais participantes e com a coleta completa de dados para que
seja estabelecida uma associacdo entre a clinica do paciente e a presenca do

polimorfismo.
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10. Anexo 1 - Ficha de identificac&o dos participantes da pesquisa

1) Nome do participante:

2) Nome do responsavel legal (se houver):

3) ldade: ___ anos

4) Sexo: () Masculino () Feminino

5) Cor/Raga: ( ) Branca ( )YParda ( )Negra ( ) Sem informacéo
6) Tabaco:( )Sim ( ) Nao Se sim, quantos macgos por dia:

7) Alcool: () Sim ( ) Nao Se sim, quanto por dia:
8) Localizacao do tumor
( ) Labio
() Labio superior externo (borda do vermelh&o)
() Labio inferior externo (borda do vermelh&o)

() Comissuras

() Cavidade oral
() Mucosa oral
() Mucosa do labio superior e inferior
() Mucosa da bochecha (mucosa jugal)
() Mucosa da bochecha (mucosa jugal)
() Sulcos buco-alveolares, superior e inferior (vestibulo da boca)
() Gengiva, alvéolos superiores (rebordo alveolar superior)
() Gengiva, alvéolos inferiores (rebordo alveolarinferior)
( ) Palato duro
( ) Lingua
() Superficie dorsal e bordas lateral anterior as papilas valadas
() Superficie ventral (inferior)
( ) Assoalho da boca
9) Tamanho do tumor primario
( )T1Tumorcom<2cm
( ) T2 Tumor com > 2 até 4cm
( ) T3 Tumor com >4 cm
() T4a (labio) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6sseo, nervo

alveolar inferior, assoalho da boca ou pele da face (queixo ou nariz).
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( ) T4a (cavidade oral) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical
0sseo, musculos profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso,
palatoglosso e estiloglosso), seios maxilares ou pele da face.

( ) T4b (Labio e cavidade oral): Tumor que invade o espaco mastigador,
laminas pterigdides ou base do cranio ou envolve artéria carotida interna.
Comprometimento de linfonodos regionais (N)

() Nx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

() NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

() N1 Metastase homolateral Unico, < 3 cm

( ) N2 Metéastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e
até 6 cm em sua maior dimensao, ou em linfonodos homolaterais multiplos,
nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensédo; ou em linfonodos
bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior
dimenséo

() N2a Metastase Homolateral, unico, > 3 até 6 cm
() N2b Metastase Homolateral, multiplo, < 6 cm
() N2c Metéastase Bilateral, contralateral, < 6 cm

() N3 Metastase > 6 cm
Nota: Os linfonodos de linha média s&o considerados linfonodos homolaterais.
Nota: A erosado superficial isolada do osso/alvéolo dentario por um tumor
primario na gengiva nao é suficiente para classifica-lo como T4.

10) Metastase a distancia (M)
() Mx A presenca de metastases a distancia ndo pode ser avaliada
() MO Auséncia de metéastases a distancia
() M1 Presenca de metastases a distancia
11) Graduacao hoistopatoldgica (G)
() Gx O grau de diferenciacdo ndo pode seravaliado.
( ) G1 Bem diferenciado
( ) G2 Moderadamente diferenciado
() G3 Pouco diferenciado
() G4 Indiferenciado
12) Grupamento por estadio
( ) Estadio | =T1 NO MO
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() Estadio Il = T2 NO MO

( ) Estadio lll =T1, T2 N1 MO T3 NO, N1 MO

( ) Estadio IVA =T1, T2, T3 N2 MO T4a NO, N1, N2 MO
() Estadio IVB = Qualquer T N3 MO T4b Qualquer N MO
() Estadio IVC = Qualquer T Qualquer N M1
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11. Anexo 2 —Termo de consentimento livre e esclarecido

O (a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto: “Estudo de
padrdes moleculares do cancer de boca em pacientes atendidos pelo SUS/DF”, sob
responsabilidade da pesquisadora Prof? Jamila Reis de Oliveira. O nosso objetivo é
pesquisar sobre o cancer de boca, através de testes feitos em laboratério, tentando
encontrar alguma informagdo que possa melhorar 0 nosso conhecimento no
diagnostico e tratamento dessa doenca.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e lhe garantimos que seu home ndo aparecera, sendo mantido
0 mais rigoroso sigilo através da omissdo total de quaisquer informacfes que
permitam identifica-lo(a).

A sua participacdo e colaboracdo com essa pesquisa sera: 1) permitindo que
utilizemos uma parte da amostra que precisa ser retirada da lesdo (area alterada),
para diagnéstico da doenca que o(a) Sr(a) esta buscando diagnostico e tratamento
nesse hospital ou permitindo que utilizemos parte da gengiva que € removida no
momento da cirurgia de retirada de um dente (exemplo o terceiro molar, conhecido
como dente do siso0); 2) participara através da coleta de aproximadamente 10ml de
sangue, que sera retirado apenas uma vez, com uso de uma agulha fina
descartavel, de um vaso sanguineo periférico (geralmente no antebraco) e
armazenado num tubo (como num exame de sangue de rotina); 3) através da coleta
de saliva (aproximadamente 1ml), através do uso de uma espécie de cotonete na
boca, durante cinco minutos, para estimular a producédo da saliva e sua coleta num
tubo de vidro; 4) informando questdes referentes a sua saude, com as quais sera
preenchido uma ficha clinica. Todos os procedimentos de coletas de amostras
(sangue e saliva) ou de informacfes serdo realizados num consultério adequado e
reservado, no HRAN, evitando qualquer exposi¢cdo e/ou constrangimento, em um
unico momento, com uma dura¢do aproximada de 30 minutos. A amostra de tecido
bucal serd obtida ap6s a cirurgia para diagnéstico (biopsia) ou da gengiva para
remocao do siso, motivo pelo qual levou o (a) senhor(a) a procurar atendimento. Os
procedimentos poderao ser realizados no mesmo dia, no entanto, a necessidade de
retorno ficard a critério do Cirurgido-dentista responsavel pelo procedimento

cirdargico (ndo tendo nenhuma relagdo com essa pesquisa).
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Os possiveis riscos relacionados aos procedimentos da coleta de sangue
podem incluir desmaio, dor e/ou hematoma (mancha roxa na pele). Raramente pode
haver um pequeno codgulo sanguineo ou infec¢ao no local da picada da agulha. Os
possiveis riscos associados aos procedimentos da coleta de saliva, podem ser
representados por um breve incomodo na estimulacdo salivar, através da
manipulagdo do “cotonete” na cavidade bucal. Esses possiveis riscos e/ou
desconfortos serdo minimizados por meio de um atendimento humanizado, cujos
procedimentos serdo realizados por profissionais capacitados, dedicados e
responsaveis. Serdao dadas orientacdes técnicas adequadas antes, durante e depois
dos procedimentos para evitar 0s possiveis transtornos relatados.

Todas as amostras coletadas para esse projeto serdo encaminhadas para
armazenamento e analise no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de
Ceilandia da Universidade de Brasilia, onde ficara guardado sob a responsabilidade
da Profa. Jamila Reis de Oliveira, por um periodo de 20 anos, ap0s esse periodo
todo material sera incinerado. Todo o material armazenado sera utilizado somente
para verificar as analises moleculares referentes ao presente estudo, mediante a sua
autorizacdo. As amostras serao identificadas com um nimero e ndo com seu home.
Somente os pesquisadores saberdo a quem pertence cada numero, mantendo-se
assim o sigilo e respeito a confidencialidade dos seus dados. Os trabalhos
resultantes destas pesquisas mostrardo apenas os resultados e nunca seu nome ou
gualquer outra informacdo que ponha em risco sua privacidade. Todas as
informacdes, bem como resultados dos seus exames estardo sempre a sua
disposicéo, bastando para isso entrar em contato com a pesquisadora responsavel.
Também tera o direito de retirar seu material biolégico a qualquer momento se for da
sua vontade. Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera
submetida para aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da institui¢do e, quando
for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa e novamente seu
consentimento seré necessario.

Informamos que o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder qualquer
guestdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa
em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacao é
voluntéria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracdo. O beneficio principal da

sua participacéo € possibilitar que no futuro, com os resultados alcancados com esta
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pesquisa, o diagnostico e o tratamento para esse tipo de cancer beneficiem outros
pacientes.

Todas as despesas que o(a) sr.(a) (e seu acompanhante, quando necessario)
tiver (relacionadas diretamente ao projeto de pesquisa (tais como, passagem para o
local da pesquisa, alimentagédo no local da pesquisa ou exames para realizacao da
pesquisa) serdo cobertas pelo pesquisador responsavel.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagdo na
pesquisa, o(a) sr.(a) devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢cdes
legais vigentes no Brasil.

Se o Senhor(a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Dr* Jamila Reis de Oliveira, na Faculdade de Ceilandia da
Universidade de Brasilia, pelos telefones: (61) 3377-0615 ou pelo celular (61) 99801-
5110, disponivel inclusive para ligacédo a cobrar. O contato também podera ser feito
através do e-mail: jamila@unb.br.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP € composto por
profissionais de diferentes éareas cuja funcdo é defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relacdo a
assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser
esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou
cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs
as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de
Ciéncias da Saude, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia,
Asa Norte.

Além disso, como a Secretaria de Estado de Saude é co-participante desta
pesquisa, este projeto também foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
SES/DF. As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante
de pesquisa também podem ser obtidos por meio do telefone: (61) 3325-4955.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o

Senhor(a).
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Nome/Assinatura/RG

Pesquisadora Responsavel
Prof2. Dra. Jamila Reis de Oliveira

Brasilia, de

de
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12. Anexo 3 — Aprovacao no comité de ética
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de padrdes moleculares do cancer de boca em
pacientes atendidos pelo SUS/DF.

Pesquisador: Jamila Reis de Oliveira

Area Temaética:
Versao: 3

CAAE: 58398716.1.0000.0030

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ceilandia - FUNDACAO UNIVERSIDADE

DE BRASILIA

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO DISTRITO

FEDERAL FAPDF

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.544.422

Apresentacao do Projeto:
” O cancer € uma doenga de grande impacto mundial e esta entre as causas de

Obito mais frequentes no Brasil. O termo cancer de boca abrange um conjunto
de neoplasias que acometem a cavidade bucal em suas mais variadas
etiologias e aspectos histopatologicos. O carcinoma espinocelular (CEC) ou
epidermoide de boca corresponde entre 90% a 95% dos casos de cancer na
boca, ocupando uma posicdo de destaque por sua prevaléncia dentre os
canceres de cabeca e pescoc¢o, sobretudo nos homens, e por sua elevada
morbimortalidade. Devido a possivel e desejavel deteccdo precoce dessa
neoplasia na rede basica de atendimento odontolégico, associada a sua elevada
letalidade, pacientes apresentando esse tipo de neoplasia maligna, representam
um sério problema de saude publica. O CEC é considerado uma doenca
multifatorial onde exposi¢cdes multiplas interagem com o perfil genético individual
resultando em modulacdo do risco. Polimorfismos genéticos tém sido
associados ao risco desenvolvimento de neoplasias malignas. Dessa forma,
esse estudo pretende avaliar a associagcdo entre o polimorfismo de genes
reguladores do ciclo celular (como Bax, Bcl-2 e p53); genes de citocinas
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imunossupressoras (como IL-10 e TGF-) e gene regulador da imortalizagao
celular (como hTERT) e o CEC de boca. Adicionalmente, pretende-se analisar a
imunoexpressdo desses genes nas biopsias de lesbes de CEC de boca, bem
como correlaciona-las com os achados genéticos. O sangue e a saliva tém sido
alvos de investigacbes objetivando encontrar possiveis biomarcadores que
possa ser relacionados com a evolugdo clinica, prognéstico, diagndstico
diferencial, bem como resposta aos tratamentos em diversos tipos de canceres.
O presente projeto tratase de um estudo de Caso-Controle prospectivo,
através da investigacdo em pacientes atendidos no Setor de Estomatologia do
Hospital Regional da Asa Norte /DF (HRAN), que é considerado centro de
referéncia, para esse tipo de tumor, na rede de saude publica do DF, bem
como analise retrospectiva de amostras de CEC em blocos de parafina e
seus respectivos prontuarios. O objetivo desse estudo é avaliar parametros
moleculares associados ao CEC de boca e associa-los a parametros clinico-
patolégicos. Embuidos no propésito de buscar de biomarcadores para
prognostico no CEC de boca, serdo avaliadas as concentragdes plasmaticas e
salivares de citocinas imunossupressoras (como IL-10 e TGF-), as quais
serdao comparadas com individuos saudaveis e correlacionadas com suas
expressdes nas lesdes tumorais. Os parametros clinicos-patologicos serao
caracterizados com base no preenchimento de uma ficha de avaliacéo,
contendo dados concernentes ao tumor, segundo o Sistema TNM de
classificacdo dos tumores malignos, para determinacdo do estadiamento clinico
(localizacdo do tumor, tamanho, comprometimento de linfonodos regionais e
metastase a distancia) e gradacdes histopatoldgicas (segundo o grau de
diferenciacao celular). Dados epidemioldgicos basicos do paciente (idade, sexo,
raca/cor) e fatores de risco (uso de tabaco e alcool) também serdo catalogados.
Palavras-chave: Cancer de boca, Carcinoma espinocelular, polimorfismo
genetico, imunohistoquimica, marcadores tumorais..”

Hipotese:

‘“Com o presente estudo espera-se contribuir para o entendimento da
tumorigénese do CEC, através da avaliacdo de um amplo perfil molecular, em
pacientes atendidos em centro de referéncia da Secretaria de Estado de Saude
do DF, na expectativa da determinagdo de um ou mais biomarcador tumoral.
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Além de contribuir para uma caracterizacdo epidemioldgica desse tipo de
cancer diagnosticado em pacientes usuarios do Sistema Unico de saude do
DF.”

Metodologia:
“‘Analise Prospectiva: Serdao incluidos na pesquisa participantes mediante

assinatura do TCLE, caso tenham condi¢cdes de compreender e assina-lo. Os
gue ndo apresentarem condicfes clinicas de compreensdo para assinatura,
sera solicitada assinatura do responsavel legal dos mesmos. Serdo
selecionados 300 pacientes, do ambulatério de Estomatologia do HRAN, que
apresentarem lesdo bucal compativel com hipotese de diagnéstico de CEC e
posteriormente diagndstico histopatolégico confirmado, como grupo caso. Sera
preenchido uma ficha de identificacdo e de aspectos clinicos da leséao
(baseados no Sistema TNM de estadiamento de tumores) (ANEXO 1). O grupo
controle sera composto por 300 pacientes saudaveis e que forem ser
submetidos a cirurgia para extracdo de terceiro molar ou biopsia de leséo
pigmentada da cavidade bucal. As amostras serdo incluidas na pesquisa caso
nao apresentem nenhuma alteracdo histopatolégica. Coleta das amostras
biologicas: O material obtido da lesdo durante a bidpsia incisional sera
seccionado, sendo que um fragmento sera armazenado em criotubos e
imediatamente acondicionados em caixa com gelo e transportados para o
Laboratorio de Analises Clinicas da Unb/FCE onde serd armazenado em freezer
a -80°C e outro sera fixada em solucdo de formol a 10% para posterior
processamento em parafina. Apés diagndstico confirmado de CEC, os pacientes
serdo convidados a abster-se de comer, beber, fumar, ou de proceder
procedimentos de higiene oral, pelo menos 1 hora antes da coleta de saliva. A
amostra de saliva total sera coletada por um periodo de 5 minutos usando um
cotonete de algoddo inserido na boca. A amostra de saliva sera
subsequentemente diluida em solucdo salina tamponada contendo inibidores
da protease e 0,05% de Tween- 20 e sera armazenada a 20°C até a analise. O
sangue venoso, aproximadamente 10 mL com tubo VacuTainer contendo
EDTA a 5%, dos participantes sera colhido por um membro da equipe do
projeto qualificado para tal procedimento. O material sera mantido em recipiente
contendo gelo, até o transporte para o laboratério, onde ocorrerdo 0s
processamentos das amostras. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

47



O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2) sera obtido
de todos os participantes do presente estudo caso tenham condi¢cbes de
compreender e assinar o TCLE. Se os pacientes nao apresentaram condi¢oes
clinicas, sera solicitado o TCLE do responsavel legal dos pacientes. Antes da
coleta do material, seréo realizados esclarecimentos sobre o significado e o
possivel uso dos resultados previstos. Termo de Guarda de Material Biologico
O Termo de Guarda de Material Biol6égico (ANEXO 3) ser& obtido de todos os
participantes do presente estudo. Aos sujeitos da pesquisa sera dada a
possibilidade de autorizar ou ndo o armazenamento de dados e materiais
biolégicos coletados no ambito da pesquisa. Todo participante terd acesso a
seus dados, assim como ter4 o direito de retira-los do banco onde estaréao
armazenados, a qualquer momento. Analises laboratoriais: Os parametros
imunolégicos de concentragcdo plasmatica e salivar de citocinas
imunossupressoras (como IL-10 e TGF-) serdo avaliados pelo método ELISA.
Para determinacdo do polimorfismo genético, o sangue sera submetido a
centrifugacéo, sendo o sobrenadante (plasma) estocado em frascos a -20°C. Os
buffy coats (leucdcitos ja separados por centrifugacdo) serdo congelados a -
20°C, para posterior extracdo de DNA, cuja concentracdo sera determinada
por meio da corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, corado com brometo
de etideo. O DNA obtido sera estocado a —20°C até o momento da analise.
Em seguida, a reacdo em cadeia da polimerase sera realizada para os genes
alvos. A imunohistoquimica sera realizada visando deteccdo dos anticorpos
primarios relacionados ao controle do ciclo celular, a resposta inflamatoéria
imunossupressora e a imortalidade celular (tais como: TGF-B1 anti-humano,
IL10 anti-humana, p53 anti-humana, anticorpo policlonal anti-hTERT”

Critério de Incluséo:

“‘Grupo Caso: Serdao selecionados 300 pacientes do ambulatério de
Estomatologia do HRAN, que apresentarem lesdo bucal compativel com
hipétese de diagndstico de Carcinoma espinocelular e posteriormente
diagndstico histopatolégico confirmado. Os participantes deverdao ser maior de
idade e aceitar participar da presente pesquisa (com devida assinatura do
TCLE).”

“Grupo Controle: Sera composto por 300 pacientes que aceitarem participar da
pesquisa; maiores de 18 anos; saudaveis e que forem ser submetidos a cirurgia
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para extracdo de terceiro molar ou biopsia de lesdo pigmentada da cavidade
bucal. As amostras seréo incluidas na pesquisa caso nao apresentem nenhuma
alteracao histopatoldgica (com devida assinatura do TCLE).”

Critério de Excluséao:
“Grupo Caso e Controle: Pacientes menores de 18 anos e que apresentem

sinais de morbidade significativa ou problemas de salde como: doencas
autoimunes, infeccdo pelo HIV, disfungéo renal, cardiopatias, infecgdes ativas e

Objetivo da Pesquisa:

“Obijetivo Primario:

Realizar estudo prospectivo no Setor de Estomatologia do Hospital Regional da
Asa Norte /DF (HRAN), para avaliar parametros moleculares associados ao
CEC de boca e associa-los a parametros clinico-patologicos.”

Objetivo Secundario:
“1- Avaliar a associacao entre o polimorfismo de genes relacionados ao controle

do ciclo celular, a resposta inflamatoria imunossupressora e a imortalidade
celular (como os genes Bax, Bcl-2; p53; IL-10, TGF- e hTERT) e o CEC de
boca. 2- Analisar a imunoexpressédo de proteinas relacionadas ao controle do
ciclo celular, a resposta inflamatéria imunossupressora e a imortalidade celular
(como os genes Bax, Bcl-2; p53; IL-10, TGF- e hTERT) nas lesbes de CEC de
boca. 3- Comparar as concentracdes salivares e plasmaticas de citocinas
imunossupressoras (como a IL-10 e TGF-) em pacientes com CEC de boca,
com individuos saudaveis (grupo controle). 4- Correlacionar a expressao
citocinas imunossupressoras (como a IL-10 e TGF-) salivar e plasmatica com a
sua expressdo no tecido tumoral. 5- Contribuir para uma descricao
epidemioldgica dos casos de pacientes portadores de CEC bucal, atendidos no
HRAN/SUS-DF.”

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com a pesquisadora:

‘Riscos:

Os riscos fisicos e inconvenientes para coleta da amostra da lesdo nao serao
diferentes daqueles previstos durante os procedimentos normais para a
obtencdo de amostras biolégicas necessaria para o diagnéstico histopatologico
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da doenca. Os materiais utilizados nessa pesquisa serdao aqueles considerados
excedentes dos coletados através de uma bidpsia incisional para o diagnéstico
do CEC ou no caso do grupo controle, excedente de gengiva em casos de
extracdo de terceiro molares ou fracionamento do tecido utilizado para
diagnéstico de lesdo pigmentada (como tatuagem por amalgama). Os riscos
associados aos procedimentos da coleta de sangue podem incluir desmaio, dor
e/ou hematoma (mancha roxa na pele). Raramente pode haver um pequeno
coagulo sanguineo ou infeccdo no local da picada da agulha. Os riscos
associados aos procedimentos da coleta de saliva, podem ser representados
por um breve incomodo na estimulacdo salivar, através da manipulacdo do
“swab” na cavidade bucal. Os possiveis riscos e desconfortos descritos
anteriormente, serdo minimizados por meio de um atendimento humanizado,
cujos procedimentos serao realizados por profissionais capacitados, dedicados
e responsaveis. Dessa forma buscar-se-a o vinculo profissional propicio para a
confianca e entendimento dos beneficios da participagdo na pesquisa.
OrientacOes técnicas adequadas serdo fornecidas profilaticamente, especificas
para cada procedimento, no intuito de evitar os possiveis riscos. Nao havera
risco de perda de confidencialidade, uma vez que as informacdes coletadas das
analises das amostras, bem como, os dados pessoais da ficha clinica seréao
mantidos de maneira confidencial e sigilosa. Os dados somente serdo utilizados
depois de anonimizados. Apenas 0s pesquisadores autorizados terdo acesso
aos dados pessoais, resultados de exames, bem como as informa¢des do
registro médico dos pacientes. Ndo havera quaisquer custos ou despesas
(gastos) ao paciente pela sua participacdo nessa pesquisa

“Beneficios:
A participacdo nesta pesquisa ndo oferecera beneficios diretos ao participante

(grupo caso ou controle), remuneracdo, nem quaisquer beneficios ou direitos
financeiros sobre eventuais resultados decorrentes desta pesquisa. O beneficio
principal da participacdo na pesquisa é possibilitar que no futuro, com os
resultados alcancados, o diagnostico, progndstico e/ou tratamento para esse
tipo de cancer beneficiem outros pacientes.”

Comentérios e Consideragfes sobre a Pesquisa:
A pesquisadora retirou da metodologia do projeto de pesquisa a analise dos
prontuarios paciente e dos blocos de parafina para fins assistencial do HRAN.
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Alem disso, comunicou que o lapso temporal de resposta as pendencias desse
comite ocorreram devido a intencao de concorrer a um edital da FAPDF como
orgao de fomento. Os documentos protocolares da Plataforma Brasil foram
atualizados. A carta resposta contem os esclarecimentos as solicitacoes deste
CEP para a analise do projeto, conforme elencado no parecer
consubstanciado no 1;744;626. postado em 26/09/2016.

A carta resposta contém os esclarecimentos as solicitacfes deste CEP para a
analise do projeto, conforme elencado no parecer consubstanciado n°2492274
postado em 08/02/2018 .

Consideracbes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Documentos analisados para emissdo do presente parecer:

1."PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO 711767.pdf",  postado
23/02/2018;

2."Carta_resposta_ao_CEP_segunda.pdf’, postado em 20/02/2018;

3. "Projeto_Cancer_CEP_corrigido_pedencias_editavel.docx", postado
23/02/2018;

4."TCLE_projeto_Cancer_recorrigido.doc”, postado em 20/02/2018.

Recomendacdes:
N&o se aplicam.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

em

em

Andlise das respostas as pendéncias emitidas no parecer consubstanciado N°

2492274:

No documento "PB_INFORMACOES BASICAS _DO_PROJETO_711767.pdf",
item "criterio de exclusao”, pagina 5 de 8, le-se: “Grupo Caso e Controle:
Pacientes que nao aceitarem participar da pesquisa; menores de 18 anos e que
apresentem sinais de morbidade significativa ou problemas de saude como:
doencas autoimunes, infeccao pelo HIV, disfuncao renal, cardiopatias,

infeccoes ativas e hepatite. ” Considerando que os criterios de exclusao
constituem um subgrupo de individuos que apresentam caracteristicas ou
motivos eticos e clinicos que podem interferir na qualidade dos dados, assim
como na interpretacao dos resultados, a recusa do participante em assinar o
TCLE nao consiste em criterio de exclusao em pesquisa e solicita-se correcao
deste item no projeto.

RESPOSTA - parecer N° 1.744.626: A solicitacao foi atendida e corrigida no
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texto do projeto na pagina 16 (anexo projeto), bem como na plataforma.
ANALISE - parecer N° 1.744.626: No referido paragrafo, le-se: “Grupo Caso e
Controle: Pacientes menores de 18 anos e que apresentem sinais de morbidade
significativa ou problemas de saude como: doencas autoimunes, infeccao pelo
HIV, disfuncao renal, cardiopatias, infeccoes ativas e hepatite.”

PENDENCIA ATENDIDA.

1. A fonte de financiamento apresentado no arquivo “Planilha_detalhada.doc”
difere do informado no arquivo
"PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_711767.pdf". Solicita-se
uniformizar a informag&o nos arquivos e esclarecer a fonte financiadora.
RESPOSTA - parecer N° 1.744.626: No momento inicial da avaliacao pretendia-
se concorrer a um edital da FAPDF como orgao de fomento. No entanto, como
nao havia aprovacao, foi informado como fonte de financiamento, o
financiamento proprio. Essa pendencia fez com que ocorresse uma estagnada
no presente processo, a fim de buscar fonte financiadora para 0 mesmo. No dia
27/11/2017 a FAPDF me comunicou por e-mail a seguinte informacao: a
proposta intitulada “Estudo de padroes moleculares do cancer de boca em
pacientes atendidos pelo SUS/DF”, protocolo no 16713.78.31275.26042017,
submetida por V.Sa. ao Edital 04/2017 - SELECAO PUBLICA DE PROPOSTAS
DE PESQUISA CIENTIFICA, TECNOLOGICA E INOVACAO DEMANDA
ESPONTANEA FOI CONVOCADA PARA FINANCIAMENTO, considerando a
decisao do Conselho Diretor da FAPDF, consignada na Ata 427, baseada na
Clausula de Reserva do Edital, autorizando a convocacao de novos
proponentes, tendo em vista a nao contratacao de propostas por pendencias
documentais (documentos serao enviados em anexo como Universidade de
Brasilia — UnB Faculdade de Ceilandia — FCE comprovacao desse fato novo —
e-mail convocatorio e publicacao no Diario Oficial do GDF). Sendo assim,
informo nesse item de pendencia, que a fonte financiadora foi alterada, inclusive
com um novo valor (antes de 60.000,00 — agora 70.000,00) e os documentos
reenviados para apreciacao desse Comite. Aproveito para justificar o lapso
temporal e, sobretudo, a retomada desse processo. Saliento que foi alterado na

plataforma, bem como novo documento de planilha de orcamento foi reenviada.”
ANALISE - parecer N° 1.744.626: PENDENCIA ATENDIDA.
2. No arquivo "PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_711767.pdf", no
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item Riscos, pagina 5 de 8, |é-se: "Os riscos associados aos procedimentos da
coleta de sangue podem incluir desmaio, dor e/ou hematoma (mancha roxa na
pele). Raramente pode haver um pequeno coagulo sanguineo ou infeccdo no
local da picada da agulha. Nao ha riscos associados aos procedimentos da
coleta de saliva, talvez um breve incomodo na estimulacdo salivar, através da
manipulagcdo do "swab" na cavidade bucal." Conforme item V, Res. CNS
466/2012, risco da pesquisa e a "possibilidade de danos a dimensao fisica,
psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em
qualquer pesquisa e dela decorrente", ainda sendo necessario estratégias de
cuidados para minimiza-los. Solicita-se descrever os meios de minimizar 0s
possiveis riscos e desconfortos que os participantes seréo submetidos.

RESPOSTA: A solicitacao foi atendida na reformulacao do texto do item riscos
no projeto (paginas 16 e 17). ANALISE: No referido paragrafo, le-se: “ Os
possiveis riscos e desconfortos descritos anteriormente, serao minimizados por
meio de um atendimento humanizado, cujos procedimentos serao realizados
por profissionais capacitados, dedicados e responsaveis. Dessa forma buscar-
se-a 0 vinculo profissional propicio para a confianca e entendimento dos
beneficios da participacao na pesquisa. Orientacoes tecnicas adequadas serao
fornecidas profilaticamente, especificas para cada procedimento, no intuito de

evitar os possiveis riscos.”
PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto ao documento “TCLE_projeto_Cancer.doc”, postado em 04/08/2016”
séo listadas as seguintes pendéncias:

A escrita do TCLE deve ser clara e adequada, no que se refere a terminologia
utilizada, verifica-se termos médicos muito técnico, exemplos: “aspectos
moleculares do cancer de boca”, “marcador que possa melhorar o diagnostico”
e “fragmento da amostra da lesdo”, dificultando o entendimento e o
consentimento dos participantes da pesquisa. Solicita-se adequar a termologia
para prestar informac6es com linguagem clara e acessivel, utilizando- se termos
mais apropriados a cultura, faixa etaria, condicdo socioeconbmica dos

participantes da pesquisa (Res. CNS 466/2012, item VI.1, subitem.)

RESPOSTA - parecer N° 1.744.626: Solicitacao atendida atraves da adequacao da
terminologia utilizada no TCLE. Novo TCLE foi reenviado, buscando sanar todas as
pendencias e solicitacoes desse parecer. Novo TCLE tambem foi incluido no projeto
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como anexo 2 (paginas 26 e 27).

ANALISE - parecer N° 1.744.626: No primeiro paragrafo do novo TCLE, le-se:
‘O (a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto: “Estudo de
padroes moleculares do cancer de boca em pacientes atendidos pelo SUS/DF”,
sob responsabilidade da pesquisadora Profa Jamila Reis de Oliveira. O nosso
objetivo e pesquisar sobre o cancer de boca, atraves de testes feitos em
laboratorio, tentando encontrar alguma informacao que possa melhorar 0 nosso
conhecimento no diagnostico e tratamento dessa doenca.” PENDENCIA
ATENDIDA.

No terceiro paragrafo, 1é-se “A sua participacdo sera através de um fragmento
da amostra da lesdo (que sera retirada em parte para diagnostico da doenca) ou
de um fragmento de gengiva quando do momento da cirurgia de remocéao de
terceiro molar ou um fragmento de lesdo pigmentada de boca, alem de sangue
e saliva. Também sera preenchida uma ficha clinica. ” Solicita-se adicionar
informacdes detalhadas, sobre os possiveis riscos (desmaio, hematomas, dor
e outros), os meios de minimiza-los e a descricdo dos procedimentos
invasivos, bem como a duracéo e local que serao realizados. (Res. CNS 466/12
itens 1V.3, subitem c).

RESPOSTA - parecer N° 1.744.626: Solicitacao atendida atraves da insercao,
no TCLE, de informacoes mais detalhadas sobre os possiveis riscos e
descricao dos procedimentos que serao realizados.

ANALISE - parecer N° 1.744.626: Nos referidos paragrafos, le-se: “A sua
participacao e colaboracao com essa pesquisa sera: 1) permitindo que
utilizemos uma parte da amostra que precisa ser retirada da lesao (area
alterada), para diagnostico da doenca que o(a) Sr(a) esta buscando diagnostico
e tratamento nesse hospital ou permitindo que utilizemos parte da gengiva que e
removida no momento da cirurgia de retirada de um dente (exemplo o terceiro
molar, conhecido como dente do siso); 2) participara atraves da coleta de
aproximadamente 10ml de sangue, que sera retirado apenas uma vez, com
uso de uma agulha fina descartavel, de um vaso sanguineo periferico
(geralmente no antebraco) e armazenado num tubo (como num exame de
sangue de rotina); 3) atraves da coleta de saliva (aproximadamente 1ml),
atraves do uso de uma especie de cotonete na boca, durante cinco minutos,
para estimular a producao da saliva e sua coleta num tubo de vidro; 4)
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informando questoes referentes a sua saude, com as quais sera preenchido
uma ficha clinica. Todos os procedimentos de coletas de amostras ou de
informacoes serao realizados num consultorio adequado e reservado, evitando
qualquer exposicao e/ou constrangimento.”... e “Os possiveis riscos
relacionados aos procedimentos da coleta de sangue podem incluir desmaio,
dor e/ou hematoma (mancha roxa na pele). Raramente pode haver um
pequeno coagulo sanguineo ou infeccao no local da picada da agulha. Os
possiveis riscos associados aos procedimentos da coleta de saliva, podem ser
representados por um breve incomodo na estimulacao salivar, atraves da
manipulacao do “cotonete” na cavidade bucal. Esses possiveis riscos e/ou
desconfortos serao minimizados por meio de um atendimento humanizado,
cujos procedimentos serao realizados por profissionais capacitados, dedicados
e responsaveis. Serao dadas orientacoes tecnicas adequadas antes, durante e
depois dos procedimentos para evitar os possiveis transtornos relatados.”
Verifica-se pendencia devido ausencia de informacao se todas o0s
procedimentos serao realizados em uma unica data e especificar o local das
intervencoes. Solicita- se descrever no TCLE o tempo total das intervencoes e o
local que serao realizados.

NOVA RESPOSTA/ANALISE - parecer N° 2.492.274: A solicitacao foi atendida
e corrigida TCLE, incluindo em seu quarto paragrafo, pagina 1, o seguinte texto:
“Todos os procedimentos de coletas de amostras (sangue e saliva) ou de
informacdes serdo realizados num consultério adequado e reservado, no HRAN,
evitando qualquer exposi¢cao e/ou constrangimento, em um Unico momento, com
uma duracao aproximada de 30 minutos. A amostra de tecido bucal sera obtida
apos a cirurgia para diagnostico (bidpsia) ou da gengiva para remoc¢ao do siso,
motivo pelo qual levou o (a) senhor (a) a procurar atendimento. Os
procedimentos poderdo ser realizados no mesmo dia, no entanto, a
necessidade de retorno ficar4 a critério do Cirurgido-dentista responsavel pelo
procedimento cirurgico (ndo tendo nenhuma relacdo com essa pesquisa).” O
TCLE foi corrigido também no arquivo: Projeto_corrigido_pedencias_19 02 18.

pdf, no anexo 2.
PENDENCIA ATENDIDA.

O TCLE néo traz informacgbes adequadas sobre a quantidade a ser coletada do
material biolégico, o propésito da coleta, local e o tempo de armazenamento.
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Solicita-se incluir as informagoes, relacionadas ao armazenamento, a utilizagao
e ao destino final do material biologico (Port. No 2.201/2011, Art.4) RESPOSTA
- parecer N° 1.744.626: Solicitacdo atendida através da insercdo, no TCLE, de
informacdes mais detalhadas sobre quantidade de material bioldégico a ser
coletado, armazenamento e destino do material biol6gico. Percebeu- se a
necessidade de solicitacdo do termo de guarda de material biologico, o qual foi
acrescentado ao projeto, com a devida justificativa. Termo de Guarda de
Material Biologico foi anexado na plataforma, bem como no projeto (paginas
14 e 15 e como anexo 3 pg 28) .

ANALISE - parecer N° 1.744.626: . Conforme a Res. CNS no 441/2011 e
Portaria MS No 2.201/2011, as informacoes sobre coleta, armazenamento,
processamento e descarte do material biologico devem constar no TCLE. Diante
disso, solicita-se: (a) Nao utilizar o Termo de Guarda de Material Biologico; (b)
Descrever de forma clara, concisa e completa, as informacoes relacionadas
a coleta, armazenamento, utilizacao e destino final do material biologico. A
saber, a natureza do material do material biologico que sera coletado (exemplo:
sangue, urina, etc.), a quantidade, o proposito da coleta (analises que serao
realizadas), o destino do material biologico apos o seu processamento (descarte
ou armazenamento), o local e tempo de armazenamento. (c) Informar a
possibilidade de utilizacao futura do material biologico e a necessidade de nova
submissao de projeto de pesquisa ao CEP e a obtencao de novo
consentimentodo participante de pesquisa; (d) Informar que o consentimento
para a guarda e utilizacao do material biologico pode ser retirado a qualquer
momento pelo participante de pesquisa.

NOVA RESPOSTA/ANALISE - parecer N° 2.492.274: A solicitacdo foi
atendida eliminando o Termo de Guarda de material bioldgico e incluindo seu
conteudo no TCLE (abrangendo as solicitagdes dos itens de “b” a “d”), com a
insercao do paragrafo 6, pagina 2, com o seguinte texto: “Todas as amostras
coletadas para esse projeto serdo encaminhadas para armazenamento e
analise no Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Ceilandia da
Universidade de Brasilia, onde ficara guardado sob a responsabilidade da Profa.
Jamila Reis de Oliveira, por um periodo de 20 anos, apds esse periodo todo
material sera incinerado. Todo o0 material armazenado sera utilizado somente
para verificar as andlises moleculares referentes ao presente estudo, mediante
a sua autorizacdo. As amostras serdo identificadas com um namero e ndo com
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seu nome. Somente 0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada nuamero,
mantendo-se assim o sigilo e respeito a confidencialidade dos seus dados. Os
trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas o0s resultados e
nunca seu nome ou qualquer outra informacdo que ponha em risco sua
privacidade. Todas as informac¢des, bem como resultados dos seus exames
estardo sempre a sua disposicao, bastando para isso entrar em contato com a
pesquisadora responsavel. Também ter4d o direito de retirar seu material
biolégico a qualquer momento se for da sua vontade. Toda nova pesquisa a ser
feita com o material guardado serd submetida para aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da instituicdo e, quando for o caso, da Comiss&do Nacional
de Etica em Pesquisa e novamente seu consentimento sera necessario.” O
TCLE foi corrigido também no arquivo: Projeto_corrigido_pedencias_19 02_18.
pdf, no anexo 2, bem como o Termo de Guarda de Material Biolégico, anexo 3,

foi suprimido. Foi realizada a mesma corre¢gédo na plataforma.
PENDENCIA ATENDIDA.

De acordo com Res.466/2012 itens 11.21, ressarcimento e a “compensacao
material, exclusivamente de despesas do participante e seus
acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentacao”.
Alem disso, o item 1V.3.g informa que o TCLE deve conter obrigatoriamente a
“explicitacao da garantia de ressarcimento e como serao cobertas as despesas
tidas pelos participantes da pesquisa e dela decorrentes”. Solicita-se descrever
no TCLE a garantia de ressarcimento e a cobertura de todas as despesas tidas
pelos participantes e seus 0s acompanhantes (quando necessario) decorrentes
da pesquisa. Os custos com o0s ressarcimentos devem compor a planilha
orcamentaria.

RESPOSTA - parecer N° 1.744.626: Solicitacao atendida atraves da adequacao
do TCLE as exigencias quanto ao ressarcimento, bem como inclusao de
previsao na planilha orcamentaria.

ANALISE - parecer N° 1.744.626: No paragrafo: “Todas as despesas que o(a)
sr.(a) (e seu acompanhante, quando necessario) tiver (relacionadas diretamente
ao projeto de pesquisa (tais como, passagem para o local da pesquisa,
alimentacao no local da pesquisa ou exames para realizacao da pesquisa)

serao cobertas pelo pesquisador responsavel.”
PENDENCIA ATENDIDA.
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4.5 Solicita-se retirar a restricao de horario e acrescentar a possibilidade de ligacao
a cobrar.

RESPOSTA - parecer N° 1.744.626: Solicitacao atendida atraves da adequacao
do TCLE as exigencias dessa pendencia. ANALISE: A pesquisadora
respondeu: “Solicitacao atendida atraves da adequacao do TCLE as exigencias
dessa pendencia”.

ANALISE - parecer N° 1.744.626: Lé-se paragrafo: “Se o Senhor(a) tiver
gualquer duvida em relacao a pesquisa, por favor telefone para: Dra Jamila
Reis de Oliveira, na Faculdade de Ceilandia da Universidade de Brasilia, pelos
telefones: (61) 3377-0615 ou pelo celular (61) 99801-5110, disponivel
inclusive para ligacao a cobrar. O contato tambem podera ser feito atraves do
e-mail: jamila@unb.br.”

PENDENCIA ATENDIDA.

4. Considerando que segundo o pesquisador, "O sangue e a saliva tem sido
alvos de investigacdes objetivando encontrar possiveis biomarcadores que
possa ser relacionados com a evolucdo clinica, prognostico, diagnostico
diferencial, bem como resposta aos tratamentos em diversos tipos de
canceres.", e que a propriedade do material biolégico e SEMPRE do
participante de pesquisa, esforcos para consentir os pacientes cujos blocos de
parafina com as amostras serdo utilizados para analise devem ser realizados.
Diante do exposto:

5. Considerando que segundo o pesquisador, "O sangue e a saliva tem sido
alvos de investigacdes objetivando encontrar possiveis biomarcadores que
possa ser relacionados com a evolucdo clinica, prognostico, diagnostico
diferencial, bem como resposta aos tratamentos em diversos tipos de
canceres.", e que a propriedade do material biolégico e SEMPRE do
participante de pesquisa, esforcos para consentir os pacientes cujos blocos de
parafina com as amostras serdo utilizados para analise devem ser realizados.
Diante do exposto:

Solicita-se que seja apresentado TCLE para o contato com esses participantes.
Contudo, tendo em vista a dificuldade de estabelecer contato com os
pacientes, solicita-se a apresentacao de termo de dispensa de TCLE para
aqueles participantes que nédo possam ser localizados e contatados.

Solicita-se, ainda, apresentacdo de protocolo detalhado para estabelecimento
58


mailto:jamila@unb.br

de contato com esses participantes de pesquisa e manutencdo do sigilo e
confidencialidade."

Ressalta-se a necessidade de armazenamento das amostras em parafina para
re-teste clinico, caso seja necesséario. A Sociedade Brasileira de Patologia
recomenda que este material seja armazenado pelo menos 20 anos apos a sua
coleta no ambito assistencial. Assim, o material ndo deve ser esgotado em uma
pesquisa cientifica. Solicita-se apresentar declaracdo de compromisso quanto
ao nao esgotamento de material do acervo assistencial da instituicao.
RESPOSTA/ANALISE - parecer N° 2.492.274: Diante da dificuldade da busca
retroativa de pacientes portadores de cancer, da possibilidade de nao mais
encontra-los vivos, da delicada situacao em contatar com os familiares, foi
ponderado pela equipe executora do projeto e decidido retirar da pesquisa
TODA a parte retrospectiva. A parte prospectiva do projeto e a porcao de maior
peso para 0s objetivos desejados. Assim, todas essas pendencias, que
compoem o item 5, tornam-se inexistentes. Foram removidas mencoes quanto
ao aspecto retrospectivo em varias partes do projeto: resumo (paginas 2 e 3);

Objetivos primarios e secundarios (pgs 12 e 13); Metodologia (pg 13).
PENDENCIA ATENDIDA.

6. No documento nédo editavel "Folha_de rosto atualizada 01_12_ 2017.pdf’
postado em 01/12/2017, os campos a serem preenchidos na folha de rosto néao
foram datados e assinados. Solicita-se o0 adequado preenchimento e
assinatura com identificacdo dos signatarios. RESPOSTA/ANALISE -

parecer N° 2.492.274: A folha de rosto esta devidamente preenchida.
PENDENCIA ATENDIDA.

7. Quanto ao cronograma pesquisa apresentado no Arquivo
"PB_INFORMACOES_BASICAS DO_PROJETO_711767.pdf  postado em
01/12/2017 solicita-se atualizar e acrescentar a informacdo de que a pesquisa
seré iniciada apos aprovacio dos Comités de Eticas da FEPECS e FS.

RESPOSTA/ANALISE - parecer N° 2.492.274: A solicitacéo foi atendida e corrigida
na plataforma, bem como foi incluido no projeto (arquivo:

Projeto_corrigido_pedencias_19 02 _18. pdf), o item 15, na pagina 19.
PENDENCIA ATENDIDA

Todas as pendéncias foram sanadas.
N&o ha Obices éticos para a realizagédo deste projeto.
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Consideracgdes Finais a critério do CEP:

De acordo com a Resolugdo 466/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e Xl.2.d, os
pesquisadores responsaveis deverdo apresentar relatérios parcial semestral e
final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de aprovacdo do
protocolo de pesquisa. O inicio das atividades de coleta dos dados do projeto
devem aguardar a aprovacéo do projeto pelo CEP da instituicdo coparticipante,
se for o caso.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 23/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 711767.pdf 13:13:09
Outros Carta_resposta_ao_CEP_segunda_edit [ 23/02/2018 | Jamila Reis de Aceito

avel.doc 13:12:31 | Oliveira
Cronograma Cronograma_editavel.docx 23/02/2018 | Jamila Reis de Aceito
13:10:57 | Oliveira
Projeto Detalhado / | Projeto_Cancer_CEP_corrigido_pedenci| 23/02/2018 | Jamila Reis de Aceito
Brochura as_editavel.docx 13:09:44 | Oliveira
Investigador
Cronograma Cronograma.pdf 20/02/2018 | Jamila Reis de Aceito
11:53:04 |Oliveira
Projeto Detalhado / | Projeto_Cancer_CEP_corrigido_pedenci| 20/02/2018 | Jamila Reis de Aceito
Brochura as.pdf 11:52:08 | Oliveira
Investigador
Outros Carta_resposta_ao_CEP_segunda.pdf 20/02/2018 | Jamila Reis de Aceito
11:44:48 | Oliveira
TCLE / Termos de | TCLE_projeto_Cancer_recorrigido.doc 20/02/2018 | Jamila Reis de Aceito
Assentimento / 11:43:09 | Oliveira
Justificativa de
Auséncia
Orcamento Planilha_detalhada_atualizada.pdf 01/12/2017 | Jamila Reis de Aceito
18:33:03 | Oliveira
Outros DODF _226 27 11 2017 FOMENTO_A| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
PROVADO.pdf 18:28:55 | Oliveira
Outros Email_convocatorio EDITAL_04 2017 | 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
DEMANDA _ESPONTANEA.pdf 18:27:06 | Oliveira
Outros folhaDeRosto 01 12 17 editavel.pdf 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
18:19:58 | Oliveira
Declaracao de Termo_de_concordancia_Corpaticipaca| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
Instituicdo e o_HRAN_atualizado_editavel.doc 18:17:41 | Oliveira
Infraestrutura
Declaracao de Termo_de_concordancia HRAN 01 12| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
Instituicdo e _2017_atualizado.pdf 18:13:18 | Oliveira
Infraestrutura
Declaracao de Termo_de_Aceite. HRAN atualizado_ed| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
Instituicdo e itavel.doc 18:12:45 | Oliveira
Infraestrutura
Declaracao de Termo_de_aceite_ HRAN_01 12 17.pdf| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
Instituicdo e 18:11:03 | Oliveira
Infraestrutura
Declaracao de Termo_de_aceite_da FCE_atualizado.p| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
Instituicdo e Df 17:46:16 | Oliveira
Infraestrutura
Declaracao de TERMO_DE_ACEITE_DA FCE_editave| 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito




Instituicdo e |_atualizado.doc 17:45:48 | Oliveira
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha de rosto atualizada 01 12 2017 01/12/2017 |Jamila Reis de Aceito
.pdf 16:44:58 | Oliveira
Outros cartaencaminhprojeto_editavel.doc 04/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
09:21:07 | Oliveira
Declaracéo de Termo_Resp_Pesq_editavel.doc 04/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
Pesquisadores 09:17:24 | Oliveira
Outros Lattes_Luiz_Alexandre.pdf 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
20:27:22 | Oliveira
Outros Lattes_Jamila.pdf 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
20:26:42 | Oliveira
Outros Lattes_lzabel.pdf 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
20:26:07 | Oliveira
Outros Lattes_Eliziario.pdf 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
20:25:05 | Oliveira
Outros Lattes_Diego.pdf 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
20:24:11 | Oliveira
Outros Lattes_Aline.pdf 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
20:22:16 | Oliveira
Outros Carta_de_encaminhamento_assinada.p [ 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
Df 20:20:24 | Oliveira
Declaracéo de Termo_de_responsabilidade_assinado.p| 01/08/2016 |Jamila Reis de Aceito
Pesquisadores Df 17:32:18 | Oliveira

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

BRASILIA, 07 DE MAIO DE 2018

Assinado por:
Marie Togashi

(Cordenador)
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