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Rodrigues NS. Estudo do metaboloma salivar em pacientes com diagndstico de
cancer bucal [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2020.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar o metaboloma salivar de
pacientes com diagndstico de cancer bucal ao de pacientes sem historico de
neoplasias malignas. As amostras de interesse foram obtidas por meio da coleta
de saliva em dois grupos: Grupo 1 — CCE: constituido de pacientes diagnosticados
com carcinoma de celulas escamosas que deram entrada para tratamento
antineoplasico; e Grupo 2 — Controle: constituido de pacientes sem historico de
neoplasias malignas, emparelhados por idade e sexo aos pacientes do Grupo 1. Os
pacientes de ambos os grupos passaram por avaliacao do perfil tabagico e grau de
dependéncia nicotinica. As amostras de saliva foram analisadas no Laboratério
Demspter de espectrometria de massas do Departamento de Engenharia Quimica
da Escola Politécnica da USP por meio de cromatografo gasoso acoplado a um
espectrometro de massa (GC-MS). As analises estatisticas foram realizadas por
meio da analise de componentes principais (PCA), testes de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado foi o valor convencional de 5%.
Ao todo foram encontrados 467 metabodlitos. Desses compostos, 3 foram
expressos apenas no grupo CCE, sendo eles: glicina, acido glioxilco e &cido
oxovaleérico. A glicina mostrou ligacdo biossintética com a serina e correlacao
com a proliferacdo nas células cancerigenas. O acido glioxilico e seu efeito
antiproliferativo, foi utilizado com fins terapéuticos no cancer de célon. Néo
foram encontrados estudos relacionando o acido oxovalérico com cancer. Devido
a sua propriedade acidogénica, sugerimos que este cetoacido possui ligacdo com
a acidificacdo no microambiente tumoral. A maior parte dos metabdlitos
significativos foram aminoacidos, que é um importante fator na carcinogénese
pela funcdo de sintese de proteinas, &cidos nucleicos, lipidios e ATP. Embora
tenha sido utilizada amostra de conveniéncia para o presente estudo, os resultados
demonstraram sinais promissores para a quantificacio de metabdlitos
estatisticamente significativos identificados e relacionados aos processos
metabolicos do cancer bucal.

Palavras-chave: Metabolomica. Cancer bucal. Saliva. Cromatografia gasosa
Espectometria de massas.



Rodrigues NS. Salivar metabolomic study in patients with oral cancer
diagnosis.[dissertation].Sdo José dos Campos (SP):Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2020.

ABSTRACT

The present study aimed to compare the salivary metabolome of patients
diagnosed with oral cancer to patients with no history of malignant tumours. The
samples of interest were obtained through the collection of saliva in two groups:
Group 1 - CCE: comprised patients diagnosed with squamous cell carcinoma who
were admitted for antineoplastic treatment; and Group 2 - Control: comprised
patients with no history of malignant neoplasms, matched by age and sex to
patients in Group 1. Patients in both groups were submitted to the assessment of
their smoking profile and degree of nicotine dependence. The salivary samples
were analysed in the Dempster Mass Spectrometry Laboratory from the Chemical
Engineering Department, Polytechnic School of USP by means of gas
chromatograph coupled to mass spectrometer (GC-MS). Statistical analyses were
performed through the principal component analysis (PCA) tool, Mann-Whitney
and Kruskal-Wallis tests. The level of significance adopted was the conventional
value of 5%. Altogether, 467 metabolites were found. Of these compounds, 3 were
expressed only in the CCE group: glycine, glyoxylic acid, and oxovaleric acid.
Glycine showed a biosynthetic link with serine and correlation with proliferation
in cancer cells. Glyoxylic acid and its antiproliferative effect have been used for
therapeutic purposes in colon cancer. No studies were found relating oxovaleric
acid to cancer. Due to its acidogenic property, we suggest that this keto acid might
be linked to acidification in the tumour microenvironment. Most of the significant
metabolites were amino acids, which are important factors in carcinogenesis due
to protein synthesis, nucleic acids, lipids, and adenosine triphosphate (ATP).
Although the convenience sample used for the present study, the results show
promising signs for the quantification of statistical significant metabolites
identified and related to the metabolic processes of oral cancer.

Keywords: Metabolomics. Oral cancer. Saliva. Gas chromatography-mass
spectrometry.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) representa cerca de 90% de
todos os canceres de cabeca e pescoco, sendo o décimo sexto cancer mais comum
em todo o mundo (Jemal et al., 2007; Lang et al., 2013). Segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), o cancer bucal é a quarta neoplasia maligna que mais
afeta os homens na regido sudeste do pais, sendo a maioria dos diagndsticos
realizados em estagios avangados da doenca. Em 2020 foram estimados 15.190
novos casos, sendo 11.180 em homens e 4.010 em mulheres. Em relacdo a
mortalidade relacionada a essa neoplasia, foram contabilizadas 5.898, sendo
4.672 em homens e 1.226 em mulheres (Instituto Nacional do Cancer, 2020).

Fatores intrinsecos e extrinsecos estdo relacionados a etiopatogenia do
cancer bucal, sendo o tabaco associado ao etilismo considerado o principal fator
etiolégico (Blot et al., 1988); porém, os mecanismos patoldgicos ainda nao sdo
totalmente compreendidos (Chen,Yu, 2019). As células cancerigenas possuem
vias metabdlicas e produtos intermediarios alterados, sendo assim, 0S processos
metabolicos diferem das células normais (Mikkonen et al., 2016; Rai et al., 2018).

De maneira geral, estudos que utilizam as “6micas” como metodologia de
investigagdo tém possibilitado a avaliacdo de um gene especifico ou ainda, a
avaliacdo de um grupo de genes, em funcdo dos metabdlitos e substancias
endogenamente produzidas ou, em fungdo das substancias produzidas ao longo
das vias metabolicas de farmacos (Lindon, Nicholson, 2014).

Com 0s avangos na pesquisa cientifica e o desenvolvimento de novas
técnicas, outras frentes de estudo das “Omicas”, além da biologia molecular por
meio da gendmica e transcriptbmica, tém se destacado. Dentre elas, 0 estudo de
metabolitos que compdem os biofluidos, tém sido de grande valia na identificacéo

de possiveis biomarcadores (Bessonneau et al., 2017; Washio et al., 2016).
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A metaboldémica, chamada também de perfil metabdlico, é a mais recente
das tecnologias "6micas”, sendo um estudo sistémico dos metabolitos gerados a
partir dos processos do metabolismo, definida como resposta metabdlica
multiparamétrica dos sistemas vivos frente a estimulos pato-fisioldgicos ou
modificacbes genéticas. Consiste na analise de um grupo de metabdlitos de baixo
peso molecular presentes em um organismo Vivo, que por muitas vezes S&o
produtos finais de expressdes génicas (Mikkonen et al., 2016; Zhao, 2013).

A metaboldmica entrega uma descricdo analitica dos metabdlitos
presentes em uma amostra biologica, tendo como principal objetivo identificar
novos biomarcadores metabolicos, atuando na deteccdo de vias metabolicas
alteradas que, por muitas vezes indicam a presenca de determinadas patologias
(Beger, 2013; Nicholson, Lindon, 2008).

O estudo das metabolémicas pode ser realizado em amostras de tecido e
de biofluidos (Rai et al.,2018; Shin et al., 2016). Urina e sangue sdo os fluidos
corporais mais usuais, sendo suco pancreatico, fluido cérebroespinhal e saliva as
amostras mais recentemente utilizadas (Alves, 2016; Mandel et al., 1967).

A avaliacdo das amostras € feita através de técnicas analiticas do estado
da arte, tal como espectrometria de massa acoplada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-MS), espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa
(GC-MS) e espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN) (Markley et
al., 2017; Rai et al., 2018).

Espectrometria de massa (MS) € uma técnica analitica que ioniza espécies
quimicas e classifica os ions com base na sua taxa de massa e carga, produzindo
um espectro de massa; geralmente ¢é associada a cromatografia ou outras técnicas
de separacdo para melhoria na determinacao e capacidade de resolucdo de massa
(Ohshima et al. 2017; Ye et al. 2014). A aplicabilidade dessas técnicas foi

demonstrada em diferentes condicGes patoldgicas, tais como doencas renais



20

crbnicas, carcinoma hepatocelular e céanceres colorretais (Alves, 2016; Beger,
2013).

As concentracdes dos metabdlitos variam frequentemente em resposta a
um tratamento ou doenca em questdo. Os biomarcadores carregam informacgoes
sobre os locais acometidos e mecanismos da doenca, além de atuarem como
indicadores para suscetibilidade individual ou como sinalizador de alguma
patologia ja existente (Nicholson, Lindon, 2008).

A metabolomica tem sido aplicada amplamente em estudos relacionados
ao cancer, bem como em sua fisiopatologia, na resposta ao tratamento e
principalmente na descoberta de biomarcadores com a finalidade de rastreamento
ou diagnostico precoce (Backshall et al., 2011; Roodhart et al., 2011; Tan et al.,
2012; Weaver et al., 2012; Ye et al., 2012). No estudo de Sugimoto et al. (2010)
foram identificados vinte e oito metabolitos diferenciais nas amostras de saliva de
pacientes com diagnostico de cancer bucal em relacdo as amostras de controle,
além de niveis significativamente mais elevados de poliaminas, taurina e
piperidina no grupo de estudo.

A metaboldmica salivar também foi aplicada em estudo para o diagndstico
precoce e monitoramento da evolugao de acordo com o estadiamento de pacientes
com CCE bucal (Wang et al., 2014a).

A saliva ¢ um fluido bioldgico ligeiramente &cido (pH 6.0-7.0),
constituido por agua (99%), proteinas (0,3%), substancias inorganicas (0,2%) e
substancias organicas (Liu, Duan, 2012). Possui uma variedade de compostos,
como proteinas/peptideos, acidos nucléicos, eletrdlitos, hormdnios e uma
variedade de imunoglobulinas (Chiappin et al., 2007; Humphrey, Williamson,
2001).

A saliva é secretada pelas glandulas salivares maiores e menores, sendo
que até 90% do volume total é secretado pelas glandulas salivares maiores

(Humphrey, Williamson, 2001). Sua principal funcéo, além de iniciar o processo
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digestivo, auxiliando na degluticdo, lubrificacdo e promocdo da degustacao, é
atuar como barreira protetora contra patdgenos e toxinas (Humphrey, Williamson,
2001).

Por ser um biofluido de coleta facil, simples, ndo invasivo e de baixo
custo, a saliva apresenta-se com alto potencial de monitoramento da salde e vem
despertando grande interesse na comunidade cientifica (Bessonmeau et al., 2017;
Washio et al., 2016). A avaliacdo de seus metabdlitos, através de marcadores
especificos, pode permitir o monitoramento de resultados terapéuticos,
diagndstico e progressdo de doencas (Mikkonen et al., 2016; Zhang et al., 2012).

O estudo da metabolémica salivar demonstrou ser uma ferramenta Util
para o diagnoéstico de diversas doencas sistémicas e outras neoplasias malignas,
incluindo a sindrome de Sjogren (Hu et al., 2010; Mikkonen et al., 2013), cancer
de mama (Bigler et al., 2002), cancer de pulméo (Xiao et al., 2012; Zhang et al.,
2012) e cancer pancreatico (Lau et al., 2013; Sugimoto et al., 2010).

A literatura sugere que a abordagem metabol6mica pode apresentar-se
como complementar ao exame clinico, contribuindo para melhorar o diagnostico
e 0 prognostico de diversas doencas (Wei et al., 2011). A elucidacdo das
alteracdes metabdlicas no cancer de boca é de grande importéncia, seja para a
identificacdo de novos biomarcadores bem como a compreensdao do
desenvolvimento e progressao da doenca (Chen, Yu, 2019).

Ressalta-se que para 0s pacientes com cancer, o diagnostico precoce esta
diretamente relacionado a um melhor prognéstico. Assim sendo, a deteccédo das
vias metabdlicas alteradas, bem como seus respectivos biomarcadores, podem
fornecer o diagndstico de cancer em seu estagio inicial, aumentando as chances
de um prognastico favoravel, proporcionando um aumento da taxa de sobrevida,
consequentemente contribuindo para tratamentos menos mutilantes, preservando

assim também a qualidade de vida do paciente.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o metaboloma salivar de pacientes com diagnostico de cancer

bucal e de pacientes sem historico de neoplasias malignas.

2.1.1 Objetivos especificos

a) Iidentificar possiveis biomarcadores relacionados ao CCE;
b) identificar, interpretar e comparar 0os metabdlitos endégenos na
saliva dos pacientes diagnosticados com cancer bucal e de pacientes

sem histérico de neoplasias malignas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de ética

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia do Campus de Sdo José dos Campos (ICT),
Unesp, como parte do estudo “Tabagismo e sua interrelacdo com leucoplasia e
carcinoma de células escamosas bucal: analise metabolomica e
citomorfogenética”, parecer numero 3.334.281/2019 (ANEXO B).

Apobs terem sido esclarecidos sobre as condigbes deste trabalho, os
pacientes que aceitaram participar da pesquisa como voluntarios, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) em duas vias, sendo uma
do pesquisador (APENDICE A).

3.2 Selecéao das amostras

As amostras de interesse foram obtidas por meio da coleta de saliva, entre

dois grupos:

3.2.1 Grupo1l-CCE

Constituiu-se de pacientes, com idade acima de 18 anos, com diagnostico

de CCE bucal que deram entrada para tratamento antineoplasico nos servicos de
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Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital Municipal José Carvalho de Florence
na cidade de S&o José dos Campos/SP, do Hospital e Maternidade Celso Pierro
da Pontificia Universidade Cato6lica de Campinas/SP (PUC-Campinas) e do
Hospital Municipal Méario Gatti de Campinas/SP.

3.2.2 Grupo 2 — controle

Constituiu-se de pacientes atendidos no ICT Unesp, pareados por idade e
sexo aos pacientes do Grupo CCE, sem histérico de neoplasias malignas.

Para o Grupo CCE foram considerados como critérios de incluséo:
pacientes acima de 18 anos diagnosticados com CCE, fumantes, ex-fumantes e
ndo fumantes. Os critérios de ndo inclusdo: pacientes previamente submetidos a
qualquer tipo de tratamento antineoplasico, quer seja cirurgia, radioterapia e/ou
quimioterapia em qualquer 6rgéo ou sistema, bem como casos de CCE de labio.

Para o Grupo Controle foram considerados como critérios de incluséo:
pacientes acima de 18 anos sem histérico de neoplasias malignas. Os critérios de

nédo incluséo foram os mesmos adotados para o grupo de estudo.

3.3 Exame clinico

Todos os pacientes foram submetidos ao exame fisico extra e intra-bucal
e responderam ao questionario sob forma de entrevista, no qual foram abordadas
questbes como a frequéncia e quantidade consumida de cigarros e bebidas
alcoolicas. Nos casos dos pacientes com CCE, foi anotado o estadiamento clinico

(TNM) e o tratamento oncoldgico ao qual o paciente seria submetido — dados
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esses coletados do prontuario médico. Os dados obtidos foram armazenados em
uma ficha de coleta (APENDICE B).

3.4 Avaliacéo do perfil tabagico e grau de dependéncia nicotinica

Para a analise do perfil tabagico foram analisados dados referentes ao
consumo de tabaco, o tipo de cigarro consumido, a quantidade e tempo de
consumo. A carga tabagica, ou seja, a quantificacdo de quanto o individuo fumou
até a presente data, foi calculada por meio do calculo da relacdo anos/maco (pack-
years) que é o numero de cigarros fumados por dia, dividido por vinte e
multiplicado pelo nimero de anos que o individuo fumou (Reichert et al., 2008).

Foram consideradas as seguintes defini¢des relacionadas ao consumo de

tabaco:

a) tabagistas ativos ou fumantes: individuos que fumaram ao menos 100
cigarros durante a vida e que, durante o periodo em que foi realizada a
entrevista, permaneciam fumando diariamente ou ocasionalmente;

b) ndo fumantes: individuos que nunca fumaram ou fumaram menos que
100 cigarros durante a vida e que ndo estavam fumando no periodo em
que foi realizada a entrevista;

c) ex-fumantes: individuos que fumaram ao menos cem cigarros na vida e
que ndo estavam fumando no periodo em que foi realizada a entrevista
(Reichert et al., 2008).

A avaliacdo da dependéncia nicotinica foi realizada por meio do Teste de

Fagerstrom para Dependéncia a Cigarros (TFDC), composto por seis questdes que
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sdo pontuadas segundo as respostas. De acordo com a pontuacdo obtida, 0s
pacientes sdo incluidos em cinco categorias distintas em relacdo a dependéncia
nicotinica: muito baixa (0 a 2 pontos), baixa (3 a 4 pontos), moderada (5 pontos),
elevada (6 a 7 pontos) e muito elevada (8 a 10 pontos) (Heatherton et al., 1991;
Fagerstrom, 2012) (APENDICE B).

3.5 Coleta de saliva

As coletas das amostras de saliva foram realizadas no periodo da manha
para minimizar os efeitos das variacOes salivares na sua composi¢do. Foram
realizadas em no minimo 60 minutos ap0s a ingestdo de alimentos e em no
minimo 12 horas apos consumir bebidas alcoolicas. Os pacientes foram instruidos
a ndo ingerirem quaisquer alimentos, nem realizar escovacao dentaria, pelo tempo
minimo de duas horas, antes dos procedimentos de coleta da saliva.

Para a coleta de saliva, os individuos permaneceram sentados de forma
ereta, em ambiente arejado e calmo. A coleta da saliva foi feita de forma néo
estimulada e sem esforco em um tubo plastico descartavel (Falcon®, Rio de
Janeiro) de acordo com o método modificado de Navazesh (Navazesh et al.,
2008). Os pacientes foram orientados a expectorar 3 mL de saliva nos tubos
plasticos. Apos a coleta, os tubos foram fechados e transportados submersos por
gelo em um bolsa térmica por um periodo de no méximo 1 hora até o laboratério

e armazenados a -80°C até o0 momento da analise.
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3.6 Metaboloma

A anélise do metaboloma salivar das amostras foi realizada no Laboratdrio
Dempster de Espectrometria de Massas do Departamento de Engenharia Quimica
da Escola Politécnica da Universidade de S&o Paulo, Poli-USP.

As amostras de saliva foram descongeladas a temperatura ambiente, e
300uL secos em aparelho Speedvac. Posteriormente, foram adicionados 300 uL
de metanol, agitados em agitador do tipo vértex por 2 segundos(s), e novamente
secados em aparelho Speedvac. Seguido ao processo de extracdo, foi realizada a
derivatizacdo adicionando a cada eppendorf 150 uL de partes iguais de uma
solucdo de bistrimetilsilil-trifluoroacetamida (250 pL) e uma mistura de
solventes: acetonitrila (125 uL), diclorometano (100 pL) e ciclohexano (25 pL)
(v/v 5:4:1) com 5% de trietilamina (25uL), homogeinizado em agitador do tipo
vortex novamente por 2 s e mantida em banho térmico a 60°C por 1 hora. As
amostras foram retiradas do banho térmico e novamente agitadas e centrifugadas
(13000 rpm por 2 s). O sobrenadante foi transferido para um tubo Vial com insert
(CMS 123TAT, Brasil) transparente de 2 mL com tarja, para posterior injecao de
2 ulL da amostra em cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massas
(GC-MS, QP 2010Plus, Shimadzu do Brasil), coluna DB-1, 50 m de
comprimento, didmetro interno de 0,32 mm e espessura de filme de 1,20 um
(Alves, 2016).

As amostras foram submetidas as seguintes condi¢oes:

a) temperatura do injetor de 280°C;

b) temperatura inicial da coluna de 50°C;

c) taxa de aquecimento de 5°C por min até 300°C, permanecendo a essa
temperatura por 10 min;

d) tempo total de corrida de 60 min;
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e) temperatura da fonte de ionizagédo de 300°C;
f) corte de solvente de 5 min; e temperatura de interface de 290°C (Alves,
2016).

Dessa forma, um cromatograma de ions total (TIC) com intervalo de
massa de 40 a 600 Da foi obtido. A segunda etapa consistiu em uma nova extragéo
seguida de derivatizacdo com hexano para extracdo das moléculas apolares
presentes na saliva. Foi adicionado 1 mL de hexano a amostra no tubo plastico e
agitado em agitador do tipo vortex por 2 s. Foi acrescentado 200 pL de solucéo
de hidréxido de sddio metandlico 2 N sob agitacdo. O tubo foi colocado por 20 s
em um banho a 50°C com agitacdo manual por um minuto. Foi adicionado 200
uL de solucdo de acido cloridrico metandlico (2N) com agitacdo em agitador do
tipo vortex por 2 s, seguida de centrifugacdo. Houve a formacédo de duas fases,
sendo a fase superior a camada organica que contém lipidios esterificados
solubilizados em hexano. O produto sobrenadante dessa reacdo foi transferido
para um novo eppendorf, seco em aparelho Speedvac, onde foi resuspendido em
250 pL de hexano. O novo produto sobrenadante foi transferido para um tubo
Vial, por meio de uma micropipeta eletrénica para posterior analise de GC-MS,

sob as mesmas condi¢6es anteriores (Figural) (Alves, 2016).
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Figura 1 - Processo de extracao e derivatizacdo de metabolitos salivares
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Fonte: Alves, 2016.

3.7 Analise estatistica

Os dados clinicos foram analisados a partir da descricdo de varidveis
categdricas com contagens e proporcdes, foram descritas variaveis quantitativas
de distribucdo normal e assimétrica como média, desvio-padrdo ou mediana
(intervalo interquartil), respectivamente. Para consideracdo da normalidade, foi
utilizada inspecdo visual de histogramas ou aplicacdo de teste de normalidade
D’agostino et al. (1990), quando adequado. Consideramos o nivel de significancia

de 5% (p<0.05) para todos os testes estatisticos. As analises estatisticas dos dados
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foram realizadas com a utilizacdo do software R (R Foundation, Vienna, Austria)
(Horton; Kleinman, 2015, Horton, Kleinman, 2010, Boshnakov, 2012).

Para verificar a associacdo entre variaveis categdricas em tabelas de
contingéncia maiores que 2x2 foi utilizado o teste exato de Fisher-Freeman-
Halton, e o teste t-Student para comparacdo de varidveis quantitativas de
distribuicdo normal entre 2 grupos independentes.

Para a comparacéo de varidveis quantitativas com distribuigcdo assimétrica —
ou quando o tamanho da amostra observada era consideravelmente reduzido nos
grupos — foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Foi utilizado também para pesquisa dos metabdlitos a base de dados The
Human Metabolome Data Base version 4.0 (HMDB, 2020).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo da amostra

Foram coletadas 86 amostras ao todo, sendo 39 de pacientes pertencentes
ao Grupo CCE e 47 pertencentes ao Grupo Controle.

As amostras analisadas foram de 44 individuos, divididas em 22 do Grupo
CCE e 22 do Grupo Controle. Algumas amostras de ambos 0s grupos nao foram
incluidas. Do Grupo CCE, 4 por falta de informacéo e 13 ndo foram vélidas. As
amostras do Grupo Controle foram emparelhadas por sexo e idade, perfazendo 22
amostras analisadas (Figura 1).

Em relacdo ao sexo, ambos os grupos foram compostos por 5 (23%)

voluntarios do sexo feminino e 17 (77%) do sexo masculino.
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Figura 2 - Fluxograma esquematico com 0os componentes da amostra

Amostras excluidas:

Auséncia de informagao: 4
Contendo sangue: 13

Total: (n=17)

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 Analise dos dados clinicos

Amostras excluidas:

Excluidas devido ao
emparelhamento: 25

Total: (n= 25)

A analise dos dados clinicos esta apresentada abaixo de forma descritiva.

4.2.1 Pacientes do Grupo CCE

Os 22 pacientes do Grupo CCE apresentaram faixa etaria de 35-80 anos e
idade média de 56,3 + 10,3 anos.
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Em relacdo ao tabagismo, 15 (68,2%) responderam ser fumantes, 1 (4,5%)
ex-fumante e 6 (27,3%) nunca fumaram. A média de cigarros fumados por dia foi
de 18,2 + 13,7 cigarros, o tempo de consumo de cigarros foi de 27,7 + 21,9 anos,
e a média da carga tabagica foi de 35,1 + 13,7 magos/ano.

O TFDC realizado para os pacientes fumantes revelou uma meédia de 3,9
+ 3,1 pontos que representa baixo nivel de dependéncia nicotinica (Fagerstrom,
2012).

Em relacdo ao estagio de cancer dos pacientes, 11 (50%) foram
diagnosticados no estagio 4, 3 (13,6%) no estagio 3, 5 (22,7%) no estagio 2, 1

(4,5%) no estagio 1; 2 (9%) pacientes sem informacgéo no prontuario.

4.2.2 Pacientes do Grupo Controle

Os 22 individuos do Grupo Controle apresentaram média de idade de 55,1
+ 10,2 anos de 32 a 79 anos.

Em relacéo ao tabagismo, 5 (22,7%) pacientes declararam ser fumantes, 4
(18,3%) ex-fumantes e 13 (59%) nunca fumaram. A média de cigarros fumados
ao dia foi de 9,5 + 15,6 cigarros, o tempo de consumo de cigarros foi de 14 + 18,1
anos e a carga tabagica foi de 17,6 = 32,4 magos/ano. O TFDC teve como média
1,2 + 2,3 pontos que representa nivel muito baixo de dependéncia nicotinica
(Fagerstrom, 2012).
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4.2.3 Analise comparativa entre 0s grupos

A anélise dos dados demogréaficos de ambos 0s grupos e a relacdo quantos

aos habitos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Descricao das variaveis dos grupos CCE e Controle

\ariaveis Grupo CCE Grupo controle
n total = 22 n total = 22
Sexo
Homens 17 (77%) 17 (77%)
Mulheres 5 (23%) 5 (23%)
Idade (anos) 56,3 £ 10,3 55,1 +10,2
Cigarros/dia 18,2 £ 13,7 9,5+15,6
Tempo de uso (anos) 27,9 +23,0 14 +18,1
Carga tabagica (magos/ano) 35,1 +13,7 17,6 £ 32,4
TFDC (pontos) 3831 12+2,3

Fonte: Elaborado pela autora
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4.3 Analise do perfil metabdlico

Foi utilizado o software R (R Foundation, Vienna, Austria) para a analise
dos metabdlitos de ambos os grupos CCE e controle.

Todos os metabolitos salivares foram colocados em um diagram de Venn
para a avaliacdo de distribuicdo por grupo. A partir desse diagrama (Figura 3),
observamos gue 0 grupo que apresentou maior nimero de metabolitos especificos
foi o grupo CCE, que obteve 467 metabdlitos, 3 compostos a mais que 0 grupo
controle (Glicina, acido glioxilico e acido oxovalérico), o qual apresentou 0s

mesmos 464 metabdlitos presentes no grupo CCE.

Figura 3 - Diagrama de Venn para os metabdlitos salivares dos grupos CCE e

controle

Grupo controle

Grupo CCE

Fonte: Elaborado pela autora.
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Ap0s a separacdo dos metabolitos em cada grupo, foi realizada a analise de
componentes principais (PCA) aplicando-se um filtro para os metabolitos de
interseccdo entre os grupos. Autovalores maiores que 1 foram considerados como

0 numero de componentes principais.

Tabela 2 - Auto-valores e porcentagem (%) de variabilidade na anélise de

componentes principais dos metabdlitos salivares do grupo CCE e grupo controle

Componente Auto-valor % variabilidade
1 12,35 45
2 11,43 36
3 10,32 35
4 9,55 42
5 8,76 34
6 7,97 67
7 6,65 78
8 5,32 65
9 4,67 77

10 3,21 72

Fonte: Elaborado pelo autora.
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Figura 4 - Analise de PCA dos metabdlitos salivares - Plano fatorial 1 — Grupo

controle e grupo CCE
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5 - Analise de PCA dos metabolitos salivares - Plano fatorial 2 — Grupo

controle e grupo CCE
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Fonte: Elaborado pela autora.

Realizamos a analise estatistica da quantificacdo relativa de cada
metabdlito salivar e, para abrangermos aqueles que estavam presentes em ao
menos 80% da amostra, utilizamos um filtro com esse percentual. As tabelas 3 e
4 mostraram apenas 0s metabolitos salivares que foram estatisticamente
significantes, comparando os grupos CCE e controle. Foi utilizado o teste de

Mann-Withney para ambos 0s grupos.
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Tabela 3 - Valores referentes a média, mediana e desvio padrdo da concentracao
dos metabolitos salivares em comum para os grupos CCE e controle e, valor-p do

teste de Mann-Whitney

Grupo CCE Grupo Controle

Metabolito Salivar Média Mediana DP Meédia Mediana DP valor-p
Dimetilglicina 5,55 5,46 2,44 15,76 8,43 3,12 <0.0001
Acido glioxilico 4,44 4,76 1,56 10,45 2,56 2,58 <0.0002
Acido glicélico 6,89 2,36 1,67 17,56 3,88 1,09 <0.0001
Sarcosina 3,67 0,87 3,11 18,45 4,55 3,55 <0.0001
Dihidroxiacetona 4,32 10,34 2,44 347 2,98 4,12 <0.0001
Acido benzoéico 567 1051 311 118 522 3,12 <0.0001
Acido octanoico 8,99 2565 1,23 9,76 8,45 2,58 <0.0002
Acido nicotinico 5,55 9,66 2,44 17,89 8,77 0,75 <0.0004
Acido fenilacético 4,44 2,36 156 3,78 1,35 1,25 <0.0001
Acido pelargdnico 6,89 31,8 1,67 21,24 12,87 1,55 <0.0001
Acido caprico 5,77 0,87 1,09 255 2,33 1,45 <0.0001
O-fosfoetanolamina 3,67 10,34 3,11 15,76 11,31 0,65 <0.0002
Trietanolamina 11,56 10,51 1,23 10,45 1,23 2,35 <0.0002
Acido ureidopropiénico 33,87 29,3 1,45 28,56 21,21 1,45 <0.0004
Acido Laurico 21,78 1956 1,21 1845 12,67 0,65 <0.0001
Ribulose 45,78 41,23 0,87 347 23,1 2,35 <0.0001
Ribonolactona 13,56 1154 2,13 11,8 12,6 0,32 <0.0001
2-Fosfato de glycerol 3,45 3,74 0,23 10,7 8,54 0,65 <0.0002
2-desoxilglucose 4,90 2,56 2,10 2,89 1,23 1,45 <0.0003
Arginina 6,88 5,61 2,56 2,67 2,31 2,35 <0.0001
Ornitina 4,66 1,44 3,43 1,56 1,81 0,65 <0.0002
Mevalonolactona 21,78 1956 1,21 1845 12,67 0,65 <0.0001

Legenda: DP: desvio padréo.
Fonte: Elaborada pela autora.


https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0001882
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0001870
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0001488
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000847
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0032538
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Tabela 4 - Valores referentes a média, mediana e desvio padrdo da concentracao

dos metabolitos salivares em comum para os grupos CCE e controle e, valor-p do

teste de Mann-Whitney

Grupo CCE Grupo Controle

Metabolito Salivar Média Mediana DP Média Mediana DP valor-p
2-Propil-5-hidroxiéacido pentanoico 3,55 15,43 2,44 1576 8,43 1,09 <0.0001
Acido citramalico 4,44 23,5 1,56 10,45 2,56 0,75 <0.0002
Isovalerilglicina 5,77 11,31 1,09 28,56 2,11 1,55 <0.0004
Eritrulose 3,67 10,21 3,11 1845 4,55 1,45 <0.0001
N-butirilglicina 4,32 1467 244 347 2,98 0,65 <0.0001
Acido antranilico 5,67 11,3 311 118 5,22 2,35 <0.0002
Acido L-mélico-13C4 8,99 3,56 1,23 9,76 8,45 0,65 <0.0002
Acido 2-aminooctandico 2,55 23,5 2,44 17,89 8,77 1,09 <0.0001
Di-hidrouracilo 4,44 12,43 156 3,78 1,35 1,25 <0.0001
Acido adipico 6,89 31,8 1,67 21,24 12,87 2,35 <0.0001
Treitol 577 0,87 1,09 2,55 2,33 0,32 <0.0002
N-acetilserina 1,67 10,34 3,11 15,76 11,31 0,65 <0.0003
Isovaleroilglicina 11,56 10,51 1,23 10,45 1,23 1,45 <0.0001
Ester 5-metilico do &cido glutamico 32,7 2565 2,31 17,56 356 0,23 <0.0001
Acido 3-aminoglutérico 33,87 29,3 1,45 28,56 21,21 2,10 <0.0004
Meso-eritritol 21,78 1956 1,21 13,56 12,67 1,12 <0.0001
Acido L-aspartico-d3 45,78 41,23 087 345 23,1 2,56 <0.0001
Acido L-aspartico 1356 11,54 2,13 4,90 12,6 3,43 <0.0001
Metionina 3,45 3,74 0,23 1,89 8,54 0,65 <0.0002
Citosina 4,90 2,56 2,10 6,88 1,23 1,45 <0.0003
5-Oxoprolina 1,89 3,71 1,12 0,88 2,44 0,65 <0.0001
Acido tiodiglicolico 6,88 5,61 2,56 2,67 2,31 2,35 <0.0001
4-hidroxiprolina 4,66 1,44 343 1,56 1,81 0,65 <0.0002
Acido 3-metiladipico 21,78 1956 1,21 1845 12,67 0,65 <0.0001

Legenda: DP: desvio padré&o.
Fonte: Elaborada pela autora.


https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0006293
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5 DISCUSSAO

A carcinogénese € um processo complexo no qual ocorrem eventos
celulares e moleculares que resultam na transformacéo de uma celula normal em
uma célula neoplasica maligna (Hanahan,Weinberg, 2011; Klaunig, 2018). O
processo de carcinogénese, que envolve intensa proliferacdo celular desordenada,
necessita de grande quantidade de energia, para isso as células cancerigenas
sofrem reprogramac6es metabolicas, a fim de acumular elementos como &cidos
nucleicos, proteinas e lipidios (Cairns, 2011; Schulze, Harris, 2012), além de
utilizarem redes metabdlicas semelhantes aos tecidos normais dos quais tém
origem (Jang et al., 2013).

Para o presente estudo foram coletadas primeiramente as amostras de
saliva de pacientes diagnosticados com CCE antes do inicio do tratamento
antineoplasico, para depois serem coletadas, de forma a emparelhar conforme
sexo e idade, as amostras de saliva dos pacientes do grupo controle.

Assim como na epidemiologia descrita na literatura, os pacientes
diagnosticados com CCE em nosso estudo também se mostraram ser em sua
maioria homens (77%), tabagistas (68,2%), na sexta década de vida (56,3 = 10,3
anos). Em relacdo ao estagio da doenca no qual os pacientes do grupo CCE se
encontravam no momento do diagnostico, foi observado que 50% dos casos
receberam o diagndstico no estagio 4 e apenas 4,5% no estagio 1. E de suma
relevancia discutir o diagndstico tardio de CCE em estagios mais avancados
(Bandeira et al., 2017), sendo desfavoravel o prognéstico da doenca, qualidade de
vida dos pacientes, alto custo do tratamento para o sistema de salde e, ndo menos
importante a sobrevida.

Avaliando os habitos tabagicos, o grupo CCE apresentou uma maior

média de fumantes (50%) em relacdo ao grupo controle (22,7%), o qual mostrou
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que a grande maioria dos participantes nunca fumaram (59%). A média de
cigarros fumados por dia no grupo CCE também se mostrou mais elevada (18,2
+13,7) comparada ao grupo controle (9,5 = 15,6), bem como o tempo de consumo
em anos, o qual foi de 27,7 £ 21,9 anos no grupo CCE e 14 + 18,1 anos no grupo
controle, o que resultou consequentemente em uma maior carga tabagica no grupo
CCE (35,1 £ 13,7 magos/ano) em comparac¢do ao grupo controle (17,6 = 32,4
macgos/ano).

Quando aplicado o TFDC, o qual indica o nivel de dependéncia nicotinica,
foi revelado que no grupo CCE o nivel foi baixo, sendo de 3,9 + 3,1 pontos e
muito baixo no grupo controle, 1,2 = 2,3 pontos.

Novas abordagens diagndsticas para CCE tém sido estudadas em busca de
realizar o diagnostico precoce e, a partir deste pensamento, atualmente, o cancer
bucal € a doenca maligna com maior nimero de estudos por meio da
metabol6mica salivar (Gardner et al., 2020). A analise metabolémica fornece
informacdes detalhadas sobre sistemas e insights relacionados ao estado de salde
em que o individuo se encontra (Fiehn, 2002; Spratlin et al., 2009;
Lohavanichbutr et al., 2018).

Um biomarcador de cancer refere-se a uma substancia ou processo
indicativo da doenca no individuo, podendo ser um produto liberado pela prépria
neoplasia ou uma resposta especifica do corpo frente a doenca (Wagner,
Srivastava, 2012). Gardner e seus colaboradores, através de uma revisao
sistematica, demonstraram que existem na literatura aproximadamente 72 estudos
que aplicam metabol6mica a saliva humana, nos quais a maioria se concentrou na
descoberta de biomarcadores de diversas doencas, como cancer bucal, doencas
periodontais e Alzheimer (Gardner et al., 2020). Em relagé&o aos biomarcadores
de CCE, foram descritos 49 metabdlitos superexpressos: alanina, taurina,
leucina/isoleucina, histidina, valina, triptofano, glutamato, treonina, carnitina,

acido pipecélico (Sugimoto et al.,, 2010); pipecolato, s-adenosilmetionina
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(Ishikawa et al., 2016); lactato, &cido n-eicosandico (Wei et al., 2011);
propionilcolina, acido succinico, acido latico (Wang et al., 2014b); 1-metil-
histidina, 1,3,4-trifosfato de inositol, dlglicerato-2-fosfato, 4-nitroquilonina-1-
Oxido, 2-oxoarginina, nitréxido de norcocaina, esfinganina-1-fosfato,
pseudouridina (Sridharan et al., 2017); colina, acido hidroxifenilacético, acido 2-
hidroxi-4-metilvalérico, &cido 3-fenilatico, &cido hexandico, &cido octandico,
acido tereftalico, butirobetaina, acido 3-4-hidroxifenil-propidnico, acido 3-
fenilpropidnico, acido butirico, cadaverina, &cido 2-oxoisovalérico, trimetil-
lisina, &cido glicélico, acido3-hidroxibutirico, acido heptanodico (Oshima et al.,
2017); Guanosina-3-monofosfato, uracil, espermidina, 3-glicosil triptofa
(Mukherjee et al., 2017); e 16 componentes subexpressos: 3-fosfoglicerato,
carnosina, fosfoenolpiruvato, dihidroxiacetona fosfato (Ishikawa et al., 2016);
gama-aminobutirico (GABA); fenilalanina, valina (Wei et al.,, 2011);
acetilfenilalanina, carnitina, fitosfingosina (Wang et al., 2014b); glicina, prolina
(Lohavanichbutr et al., 2018); é&cido L-homociteico, ubiquinona, acido
neuraminico, valerato de estradiol (Sridharan et al., 2017) e ureia (Ohshima et al.,
2017).

A analise metabolémica nédo direcionada foi aplicada neste estudo, sendo
utilizada a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS), que permite a identificacdo dos metabolitos através de um banco de
dados. As vantagens da espectrometria de massas sdo a alta sensibilidade e
produtividade, permitindo a deteccéo e identificacdo de metabolitos. Além disso,
a combinacédo de técnicas de separacdo como a cromatografia, a qual utilizamos
no presente estudo, expande a capacidade da analise de amostras biologicas
altamente complexas (Villas-Boas et al., 2005).

Em nosso estudo foram encontrados 467 metabdlitos diferentes nas
amostras analisadas. No grupo controle foram encontrados 464 metabdlitos, os

mesmos encontrados também no grupo CCE, o qual apresentou mais 3 compostos
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que ndo foram expressos no grupo controle. Foi realizada entdo a analise
estatistica na qual filtramos para obter os compostos mais significativos para
ambos os grupos (Tabela 3).

Apbs a separacdo dos componentes no diagrama de Venn, foi realizada a
analise de componentes principais (PCA) e foi aplicado um filtro para 0s
metabolitos que estavam em area de interseccdo entre os grupos. Autovalores
maiores que 1 foram considerados como o nimero de componentes principais.
Para o presente estudo, o modelo desenvolvido para anélise dos grupos 1 e I,
mostrou por meio da tabela de autovalores uma porcentagem de variabilidades.
Foi possivel entdo verificar que 10 componentes principais demonstraram valor
de variabilidade igual a 72%, sendo que os dois primeiros componentes principais
apresentaram uma variabilidade de 36%.

Num primeiro plano fatorial, observou-se que varios valores ficaram em
evidente separacéo entre os metabolitos excretados pelos grupos | e 11, no entanto,
ainda foi possivel observar uma dispersdo significativa entre eles quando
avaliados intragrupos. Foi entdo realizada uma nova avaliacdo, porém, num plano
fatorial 2, onde foi possivel verificar uma menor dispersdo entre pontos
intragrupos. No entanto, é possivel observar uma maior concentracdo de pontos
do lado direito do gréafico (grupo CCE), e também ha alguns valores anémalos ao
lado esquerdo do grafico, o que demonstra uma determinada variabilidade,
mesmo que pequena.

A maior separacdo dos pontos no grupo controle, mostra que esse grupo
apresenta alteracdo na concentracdo dos metabolitos salivares, 0 que € inerente
frente a variabilidade apresentada por esses individuos, seja em fungdo da dieta
ou até mesmo do perfil fisioldégico de cada um, dados esses diferentes do grupo
estudo, onde os pontos no grafico estdo mais préximos, o que indica que ha maior

semelhanca entre os metabdlitos salivares relacionados ao cancer bucal.
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A base de dados Human Metabolome Database (HMDB) foi utilizada
para obter a identificacdo e os dados dos metabolitos de estudo. Em relacéo aos
biomarcadores para CCE, foram encontrados nas amostras analisadas, com
resultados significativos os seguintes compostos: glicina, acido octanoico e acido
glicdlico. Outros compostos considerados biomarcadores para CCE também
foram encontrados, apesar de sem significancia estatistica, 0s quais sdo: taurina,
leucina, valina, glutamato, acido latico e colina. Os compostos expressos apenas
no grupo CCE foram: glicina, acido glioxilico e acido oxovalérico.

A glicina € um aminoé&cido simples e ndo essencial. Um individuo adulto
ingere em média de 3 a 5 gramas de glicina diariamente. A glicina esta envolvida
na producéo do corpo do DNA, fosfolipidios e colageno e, na liberacéo de energia
(Human Metabolome Database, 2020). Possui uma ligacdo biossintética com a
serina. Em conjunto, fornecem precursores essenciais para a sintese de proteinas,
acidos nucléicos e lipidios, essenciais para 0 crescimento das células
cancerigenas.

Em estudo relacionado ao metabolismo da glicina e serina no céancer,
Amelio e colaboradores em 2014, relataram que a hiperativacdo da via
biossintética da glicina/serina impulsiona a oncogénese e que a captacdo e o
catabolismo de glicina sdo capazes de promover a carcinogénese. Ainda, a
biossintese de serina modula a capacidade antioxidante celular, implicando na
manuten¢do da homeostase do tumor (Amelio et al., 2014).

Jain e seus colaboradores desenvolveram um estudo com células
cancerigenas de linhagens de rapida e lenta proliferacdo, foi investigado de forma
comparativa o efeito da glicina sobre essas linhagens. Foi observado entdo que
nas células cancerigenas da linhagem de rapida proliferagdo, a glicina foi
consumida, enquanto na linhagem de proliferacdo lenta a glicina foi sintetizada.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel afirmar que a forma como as células
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cancerigenas interagem com a glicina pode ser utilizada para selecionar células
cancerigenas de rapida proliferacdo (Jain et al., 2012).

Em um estudo realizado com amostras de saliva, pacientes com estagios
mais avangados de CCE mostraram subexpressao de glicina em comparagdo com
pacientes do grupo controle (Lohavanichbutr et al., 2018). Entretanto, na anélise
de soro sanguineo realizada por Tiziani e colaboradores, amostras de pacientes
em estagio inicial foram comparadas com amostras de pacientes em estagio
avancado, nas quais os niveis de glicina se mostraram superexpressos. Segundos
0s autores, a analise pode distinguir pacientes com doenca de controles e também
discriminar os estagios no qual o paciente com CCE se encontrava (Tiziani et al.,
2009).

Reducdo significativa nos niveis de glicina no plasma sanguineo de
pacientes em estagio inicial de cancer de cabeca e pescogo foram relatadas (Ching
et al.,1984; Kubota et al.,1992), porém, a subexpressdo nao foi atribuida a propria
doenca, mas a disfagia e consequente ingestdo alimentar insuficiente.

Alguns trabalhos relacionaram também a glicina ou seus metabadlitos e
vias associadas, com 0 processo de carcinogénese (Locasele et al., 2011;
Possemato et al., 2011; Zhang et al., 2012) e metastases (Sreekumar et al., 2009).

Outro composto metabdlico também expresso no grupo CCE foi o acido
glioxilico ou &cido oxoacético. Este composto organico que € um aldeido e
também um acido carboxilico, permite a conversdo de &cidos graxos em
carboidratos (Human Metabolome Database, 2020). A base conjugada do acido
glioxilico é conhecida como glioxilato (Popov, 2005). Sob certas circunstancias,
o glioxilato pode se comportar como uma nefrotoxina ou metabotoxina, podendo
causar danos aos tecidos renais ou efeitos adversos a salude em niveis
cronicamente altos (Milliner, Wilson, 2001; Human Metabolome Database,
2020).
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Contrapondo os resultados aqui demonstrados, um estudo utilizando o
glioxilato supra-fisiologico como tentativa terapéutica foi descrito. O efeito
antiproliferativo do glioxilato foi avaliado através de um estudo in vitro com
células de carcinoma de colon (Patra et al., 2018). A realizacdo de ensaio MTT,
bem como ensaio de beta-hexosaminidase indicaram que o tratamento com
glioxilato inibiu significativamente a proliferacdo de células HT-29 e HCT-116
(células do cancer de célon) devido ao estresse oxidativo. Diante dos resultados
obtidos, 0s autores sugeriram que a concentracdo supra-fisiologica de glioxilato
pode ser considerado como uma nova estratégia terapéutica para o cancer de célon
(Patra et al., 2018).

O &cido 3-metil-2-oxovalérico ou acido oxovalérico, apesar de expresso
no grupo CCE, ndo foi considerado estatisticamente significativo. E um
metabolito anormal que surge da decomposic¢do incompleta de aminoacidos de
cadeia ramificada. Este cetoacido € considerado uma neurotoxina, acidogénica e
metabotoxina, causa danos as células e tecidos nervosos e, induz a acidose, o que
gera multiplos efeitos adversos. Niveis anormalmente elevados, levam a acidose
metabdlica geral (Human Metabolome Database, 2020).

Ndo foram encontrados na literatura estudos relacionando o acido
oxovalérico ao CCE ou qualquer outra neoplasia. Encontramos um estudo no qual
foi utilizada a analise metabolémica ndo direcionada utilizando como material de
anélise plasma sanguineo, a fim de explorar os metabolitos relacionados a
diabetes tipo 2. O acido oxovalérico, foi um dos compostos metabolicos que
apresentaram superexpressdo conforme a progresséo da doenca (Shi, 2018).

Um estudo utilizando GC-MS em amostras de urina, também envolvendo
0 &cido oxovalérico e patologias distintas do cancer, foi apresentado por Lehnert
e colaboradores (Lehnert et al., 1978). Neste estudo, o &cido oxovalérico foi

considerado como valor diagnostico para acidemia propionica.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mtt-assay
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/beta-n-acetylhexosaminidase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/colon-cancer
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Sugerimos entdo, a partir da propriedade acidogénica presente no acido
oxovalérico, que essa acidose favorece o microambiente tumoral, uma das
caracteristicas da carcinogénese (Hanahan, Weinberg, 2011).

Em relagdo aos metabolitos que obtiveram valores estatisticos
significativos (p<0,005), os quais estdo listados na tabela 3, dos 46 metabdlitos,
15 pertencem a subclasse dos aminoacidos, 7 sdo acidos graxos, 5 carboidratos, 2
piridinas, 2 acidos benzdicos, 2 diéter ciclico , 3 &cidos carboxilico, 1 alfa
hidroxiacido, 1 amina, 1 beta hidroxiacido, 1 cetona, 1 éster de fostato, 1
glicerofosfato, 1 benzeno, 1 ureia e de 3, as vias metabdlicas ndo foram
encontradas.

Como mostrado acima, a maioria dos metabolitos significativos
pertencem a subclasse dos aminoéacidos.

Alteracbes patologicas sdo frequentemente acompanhadas de
reprogramacdes metabdlicas, incluindo modificagbes no metabolismo de
aminoacidos e proteinas. O processo de carcinogénese, bem como sua progressao,
é dependente da presenca de aminoacidos. As células cancerigenas aumentam a
captacdo de aminoacidos para obter maior sintese de proteinas, cidos nucleicos,
lipidios e gerar ATP (Hosios et al., 2016; Ananieva, Wilkinson, 2018). As
superexpressdes de varios aminoacidos podem ser atribuidas entdo a essas
necessidades metabolicas devido a rapida proliferagéo celular.

Revisdo sistematica sobre estudos que utilizou analises metabolémicas ndo
direcionadas para identificacdo do valor de metabolitos salivares no diagndstico
de céncer, obtiveram o resultado de 140 metabolitos salivares com diferenca
estatisticamente significativa entre pacientes com cancer e controles. Dentre esses
compostos, a grande maioria pertencia a subclasse dos aminoacidos (Assad et al.,
2020). Estes metabdlitos foram relacionados com diversas vias, dentre elas a via

da glicina/serina, mencionada em nosso estudo.
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Embora no presente estudo tenha limitagcGes pelo tamanho relativamente
pequeno da amostra, haja vista que foi utilizada uma amostra de conveniéncia,
porém, com poder da amostra calculado em 85% ao final da andlise estatistica, e,
portanto, obtivemos resultados relevantes que poderdo servir como base para que
estudos futuros possam analisar profundas concentragdes de cada um dos
metabolitos superexpressos no presente estudo. Mais estudos utilizando analise
metabol6mica sdo necessarios, independentemente do material de amostra, seja
tecido, saliva ou sangue.

A avaliacdo metaboldmica pode representar uma janela de oportunidade
para o desenvolvimento de medicamentos, identificacdo de biomarcadores, além
de possivelmente fornecer terapia direcionada de acordo com a necessidade de
cada individuo. O estudo do metaboloma salivar, nesse contexto, é um forte
candidato por ser um meio rapido, facilmente acessivel e ndo invasivo, podendo
ser util também durante o acompanhamento de diversas patologias, além de ser
um estudo ndo oneroso, comparado a outras técnicas analiticas.

Compreender a regulacdo metabolica do cancer é desafiador, mas de
extrema necessidade. Para obter novas abordagens diagnosticas precisamos
entender a causa de células cancerigenas serem mais dependentes de determinadas
vias metabolicas do que de outras. A longo prazo, favorecera o diagnostico
precoce de neoplasias malignas, bem como a descoberta precoce de eventuais

recidivas da doenca, contribuindo para a reducdo da mortalidade relacionada.
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6 CONCLUSAO

A andlise metaboldmica comparativa de amostras de saliva de pacientes
diagnosticados com CCE a de pacientes sem histérico de neoplasias malignas
evidenciou 3 metabdlitos, glicina, acido glioxilico e acido oxovalérico, que tém
relacdo com a carcinogénese, atividade antiprolifertativa e acidogenése do
microambiente tumoral expressos no grupo CCE.

Ja estad bem consolidado na literatura que em processos neoplasicos, ha a
presenca de processos oxidativos, 0s quais podem sintetizar metabolitos capazes
de potencializar complicacbes dos casos de neoplasias, dentre eles varios
aminoacidos, metabdlitos esses encontrados no presente estudo.

A presenca de hidrocarbonetos assim como de alguns aminoacidos, permite
inferir que parte desses metabo6litos podem ser provenientes de vias metabdlicas
de microrganismos encontrados na cavidade bucal.

Apesar das analises de PCA permitir a discriminacao do perfil metabélico
entre 0s grupos controle e de pacientes, estudos com uma maior populagédo
amostral, e talvez até maior replicacdo de resultados, sdo necessarios para a
identificacdo de biomarcadores especificos relacionados aos perfis de neoplasias

bucais.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Prezado (a) Senhor (a)

Eu, JANETE DIAS ALMEIDA, Professora Titular da Disciplina de Propedéutica
Estomatoldgica do Departamento de Biociéncias e Diagndstico Bucal do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Séo Jose dos Campos - UNESP, portadora do registro
no Conselho Regional de Odontologia CROSP 40.530, telefone para contato (12)
3947 9078, irei coordenar um projeto de pesquisa cujo titulo é “ANALISE DO
METABOLOMA E MICROBIOMA SALIVAR DE PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE CANCER BUCAL”. O projeto sera desenvolvido pelas
pesquisadoras: Cirurgids Dentistas Mariana de Sa Alves CROSP 130.004 e
Nayara de S& Rodrigues CROSP 120.220. O objetivo é realizar uma pesquisa
sobre cancer bucal e a relacdo com os microrganismos e metabolitos salivares.
Estudos no mundo todo, inclusive no Brasil, estdo sendo realizados com o
objetivo de se estudar as amostras salivares para identificar possiveis
biomarcadores para auxiliar no diagnéstico precoce do cancer bucal, a fim de
melhorar o progndstico e qualidade de vida dos pacientes. Vocé esta sendo
convidado a participar de um projeto de pesquisa que tem a finalidade de estudar
as caracteristicas genéticas e bioldgicas do cancer bucal e comparé-las com
pessoas sem este tipo de cancer. Pode ser que vocé ndo seja diretamente
beneficiado, mas futuros pacientes poderdo ter algum tipo de beneficio com o
estudo. Sua participacdo neste projeto € totalmente voluntaria, ndo existindo
nenhum tipo de compensacdo, privilégio ou beneficio. Caso vocé ndo aceite
participar também néo existe nenhum tipo de san¢éo ou prejuizo a sua avaliacao

e tratamento, sendo que vocé serd acompanhado da mesma forma. Ndo existe
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nenhum tipo de remuneracéo, exceto, alguma cobertura de custo com alimentacéo
ou transporte caso vocé seja procurado durante a pesquisa para algum tipo de
esclarecimento e precise vir até n6s. Vocé podera contatar os pesquisadores
através de telefone de nossa faculdade para esclarecimento de quaisquer davidas
acerca da pesquisa. Caso vocé aceite participar da pesquisa, vocé respondera a um
questionario, com algumas perguntas sobre o uso de cigarro e de bebidas
alcodlicas, alimentacg&o, atividade profissional, habitos sociais. Tais informacdes
sdo CONFIDENCIAIS, e o sigilo absoluto esta garantido.

Para o estudo, sera necessario coletar cerca de 3,0 mL de saliva que voceé ira cuspir
em um pote de plastico, para os pacientes com diagnadstico de cancer bucal e
também para os pacientes sem diagnostico de cancer bucal (grupo de pacientes
controle). Para os pacientes com diagnostico de cancer bucal, além da coleta da
saliva sera realizada também um raspado de células do interior da sua boca, que
serd feita com uma escova e um fragmento de 0,5 cm do tumor que sera retirado
durante o procedimento cirirgico para diagnéstico e/ou tratamento. Pacientes sem
lesdo bucal serdo convidados a participar para que as suas amostras salivares
servirdo de comparacdo com pacientes com cancer de boca. O material sera
adequadamente armazenado para ser utilizado posteriormente. Nao existe risco
de contaminacdo, uma vez que o material utilizado para coleta de saliva é
descartavel e o material utilizado nos procedimentos cirurgicos € esterilizado. Em
decorréncia do procedimento cirdrgico, que podera ser uma biopsia ou mesmo o
tratamento vocé podera sentir um pouco de dor, ter ferimento na boca semelhante
a uma afta, irritacdo no local, infeccdo, ou ainda sangramento. Tais sintomas séo
0s proprios sintomas decorrentes do procedimento, ndo havendo um agravamento
pela participacdo no estudo. Vocé saird do procedimento com receita e orientagdo
para dor ou sangramento. Caso haja algum problema maior, vocé podera entrar
em contato com os pesquisadores, e 0s mesmos o0 atenderdo rapidamente para a

resolucdo do problema. Na grande maioria das vezes isto ndo lhe trard nenhum
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prejuizo, pois ndo sdo complicagdes graves e nem vdo alterar o seu tratamento. O
material coletado serd analisado nos laboratorios de Patologia Bucal,
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia, ICT-UNESP, assim
como no Laboratério Dempster de espectrometria de massas da Escola
Politécnica, Universidade de Sdo Paulo, USP. O material sera armazenado em
freezer a -80°C no Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos/UNESP. Além disso, alguns
materiais serdo armazenados em blocos de parafina e ficara guardado por muitos
anos, e podera ser utilizado em outras pesquisas do mesmo tipo. Em nenhum
momento da pesquisa sera realizado algum tipo de manipulacdo genética ou
modificacdo do DNA. Sua participacdo € voluntaria e podera trazer beneficios
diretos para os estudos do impacto do tratamento do cancer, do tabagismo,
etilismo ou outros fatores relacionados a doenga. As informacGes obtidas serdo
analisadas sem que seu nome apareca. O Sr (a) tem o direito de ser informado
acerca dos resultados finais ou parciais. Se tiver alguma consideracdo ou duvida
sobre a ética do desenvolvimento do projeto, poderd entrar em contato com o
Comité de Etica (CEP) do Instituto de Ciéncias e Tecnologia de S&o José dos
Campos - UNESP, situado na Av. Eng® Francisco José Longo, 777 — CEP
12245000, S&o Jose dos Campos-SP, telefone (12) 39479028, e-malil
ceph@fosjc.unesp.br e comunicar-se com a Coordenadora Profa. Dra. DENISE
NICODEMO. Informo ainda, que esta garantida a sua liberdade de retirada do
consentimento e de participacdo a qualquer momento. Também ndo havera custo

nem pagamento pela sua participacdo voluntaria.

Eu, portador do RG de namero declaro que, o pesquisador

me convidou

a participar dessa pesquisa, tendo me explicado detalhadamente a finalidade, e

lido comigo este termo de consentimento. Minhas davidas foram esclarecidas.
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Autorizo a utilizacdo das informac6es que serdo por mim fornecidas ao responder
0s questionamentos e dos resultados obtidos. Declaro conhecer o que sera feito,
que foi garantida a confidencialidade e o acesso permanente aos esclarecimentos,
e que minha participacdo ndo implicar4 em nenhum custo. Sendo assim, ACEITO
participar. Caso seja de minha vontade posso desistir a qualquer hora sem que

haja nenhum prejuizo ao meu tratamento.

Assinatura do paciente

Assinatura do Pesquisador

Séo José dos Campos, _ de de20 .




63

APENDICE B - Ficha de coleta de dados sobre o estudo

Parte | — Identificacéo e questdes relacionadas a frequéncia e quantidade
consumida de cigarros e bebidas alcodlicas

Nome:

Sexo: Cor:

Idade: Data Nasc:
Residéncia:

Bairro: Cidade:
Estado: Fone:
Profissao:

Vocé fuma?

Se fuma, qual o tipo?

H& quanto tempo?

Qual a frequéncia do seu consumo de cigarros?

Quantos cigarros/dia?

Caso ex-fumante, parou ha quanto tempo?

frequéncia?

Vocé faz uso de bebidas alcodlicas mesmo que seja com pouca

Sim

Nao

Quial a frequéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?

Diario (>1x/dia)

Diério (1 x ao dia)

1 a 3 vezes por semana

Mensal

Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

Cerveja Uisque

Batida Vinho

Caipirinha Outras

Quantas doses (copos) vocé consome num dia tipico em que esta bebendo?
la2 10 ou mais

3a4 Cerveja 350 ml

Quantas doses (copos) vocé consome num dia tipico em que esta bebendo?
5a6 Vinho 120 mi

7a9 Destilado (whisky, vodca, pinga) 36 ml

Sim

Vocé faz uso de cigarro e alcool simultaneamente?

Nao

Quando vocé bebe, consome mais cigarro?




Sim Né&o

Quanto a mais vocé consome?

Vocé faz, ou ja fez, uso de outras substancias quimicas?
Sim Né&o

Quais?

Com que frequéncia vocé consome, ou consumia, estas substancias?
Diério (>1x/dia) 1 a 3 vezes por semana
Diério (1 x ao dia) Mensal

Faz uso de algum medicamento?

Sim N&o

Qual(is)?

Fonte: Bandeira, 2018.

Exame clinico:

1) Extra-bucal:

2) Intra-bucal:
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Neoplasia de cavidade bucal

Sitio primario (epicentro da leséo)

Palato duro

Soalho
Direito

S(,)alho Esquerdo

Lingua -
Anterior
Ventre

Lingua Dorso
Bordo D
Bordo E
Superior

. Inferior

Gengiva —
Direita
Esquerda

Area retromolar D

Jugal D

Jugal E

Retromolar E

Tratamento

Cirargico Exclusivo

Radioterapico Exclusivo

Quimioterapico Exclusivo

Cirurgia + Radioterapia Complementar

Cirurgia + Radioterapia E Quimioterapia Complementar

- Radioterapia + quimioterapia
- Dose Radioterapia

- Quimioterapicos utilizados

- Protocolo Utilizado

Estadiamento

TNM pré-operatorio

TNM pos-operatdrio - Achados patologicos:

Margem livre X comprometida

Linfonodos livres X comprometidos

Extravasamento extra capsular

Estégio Clinico

Fonte: Bandeira, 2018.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa (1)

“Estudo genético dos principais fatores de risco no progndéstico de pacientes com

carcinoma de células escamosas da cavidade bucal”

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SAO W e
JOSE DOS CAMPOS - UNESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO GENETICO DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO
DE PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE

Pesquisador: JANETE DIAS ALMEIDA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 42387315.0.0000.0077

Instituicao Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP

Patrocinador Principal: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.033.312
Data da Relatoria: 17/04/2015

Apresentacao do Projeto:

O trabalho ora apresentado pretende realizar estudos direcionados ao conhecimento genético individual na
tentativa de novas classificacoes das diversas apresentacoes das neoplasias malignas de cabeca e
pescogo. Estudos de genotipagem, metilacao e expressao génica tem sido o direcionamento dos atuais
estudos, em conjunto com o conhecimento dos efeitos do tabaco e do perfil tabagico, juntamente com outros
fatores como uso abusivo de alcool dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco, podem direcionar a
uma melhor compreensao do problema resultando a promocao de tratamentos mais eficazes, menos
invasivos e principalmente mais eficientes.

Cumpriu todas as etapas.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da pesquisa € avaliar a metilacao dos genes supressores de tumor, expressao génica
relacionados ao metabolismo do tabaco, anélise da ploidia do DNA, analise da saliva e de células esfoliadas
da mucosa bucal de pacientes com carcinoma de células escamosas (CCE) intra-bucal em busca de
correlacao clinicopatolégica entre tabagismo e o prognéstico da doenca.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
O beneficio para o participante do estudo € indireto, existindo o beneficio relevante de participar

Endereco: Av.Eng® Francisco Jose Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Teletone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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Projeto de Pesquisa: ~ ESTUDO GENETICO DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO DE PACIENTES COM CARCINOMA
DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUCAL

Informagdes Prefiminares

—— Responsavel Principal

CPF: (09218849624 Nome:  JANETE DIAS ALMEIDA

Telefone: (12) 3947-9078 E-mail.  janete@fosjc.unesp.br

— Instituicao Proponente

CNPJ: 48.031.918/0014-49 Nome da Instituigao:  Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP

E um estudo internacional?  Néo

B Assistentes

CPF Nome
291.777.128-38 Celina Faig Lima Carta
B Equipe de Pesquisa
CPF Nome
75335247649 ADRIANA AVILA DE ALMEIDA
29177712838 Celina Faig Lima Carta
62817795687 CELSO MULLER BANDEIRA
00442145373 lMonica Ghislaine Oliveira Alves
Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CNPg)
¢ Grande Area 4. Ciéncias da Saide
Propasito Principal do Estudo (OMS)
* Outros

Titulo Piblico da Pesquisa:  ESTUDO GENETICO DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO DE PACIENTES COM
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUCAL

— Contato Piblico
CPF Nome Telefone E-mail
09218849824 JANETE DIAS ALMEIDA (12) 3947-9078 janete@fosic.unesp.br

Contato Celina Faig Lima Carta
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CIENCIA E TECNOLOGIA -  “QRErA ™
CAMPUS DE SAO JOSE DOS

Continuagao do Parecer: 3.334.281

correspondentes a avaliagdo prospectiva (amostras salivares), o voluntario tera o desconforto de ser
submetido a um exame clinico intra e extrabucal e devera depositar (cuspir) a saliva em um recipiente
estéril, conforme instrugées do pesquisador. A coleta da saliva ndo oferece riscos fisicos, quimicos ou
bioldgicos ao paciente, pois nao se trata de um procedimento invasivo, mas conforme mencionado
anteriormente, podera gerar algum

constrangimento. Para tanto, os pesquisadores se comprometem a estar em ambiente privado (consultério)
para a realizagdo da coleta e ainda, a resguardar a confidencialidade dos dados obtidos.

Beneficios:

Identificar fatores prognésticos e possiveis biomarcadores, bem como auxiliar para o melhor entendimento
da relacédo entre os metabdlitos e a microbiota na carcinogénese bucal.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa com 120 amostras de aliquotas de RNA e material salivar, parte ja coletada
e armazenada em nossa instituicdo, e parte a ser coletada de pacientes do ambulatério de propedéutica do
ICT/UNESP Sao José dos Campos e da Universidade de Santiago de Compostela. Material ja coletado com
TCLE aprovado em nossa Instituicdo e material externo aprovado pelo Comité de ética da Universidade de
Santiago de Compostela.

A proposta da pesquisa é clara, com objetivo definido e com parceria internacional de qualidade.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos anexados estdo em conformidade com as exigéncias da Plataforma Brasil.
TCLE, claro, conciso e adequado.

Cronograma bem programado

Recomendacgoes:

N&o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

N&o ha

Consideragées Finais a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer do(a) Relator(a).

O (a) pesquisador(a) ird receber e-mail da Secretaria do CEPh-ICT-CAMPUS DE SUCAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para nédo incorrer na penalidade de ndo o fazendo, em néo ter novas
submissdes avaliada pelo Comité de Etica, até que sane a pendéncia de envio do relatério, na forma de
notificacdo através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site https:

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph.ict@unesp.br
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ANEXO B - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa (2)

“Tabagismo e sua interrelacdo com leucoplasia e carcinoma de células escamosas

bucal: analise metabolémica e citomorfogenética”

UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA - W"“’
CAMPUS DE SAO JOSE DOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:TA_BAGISMO E SUA INTERRELACAO COM LE_UCOF’LASIA E CARC_INOIVIA DE
CELULAS ESCAMOSAS BUCAL: ANALISE METABOLOMICA E

Pesquisador: JANETE DIAS ALMEIDA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 13282819.7.0000.0077

Instituicdao Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Séo José dos Campos - UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.334.281

Apresentacido do Projeto:

O presente trabalho tem como proposicdo avaliar a expressio génica e proteica de componentes da via de
sinalizacdo WNT e de DNA

metiltransferases (DNMTs) e, bem como o Metaboloma e Microbioma salivar, em casos de leucoplasia e
carcinoma de células escamosas (CCE)

bucais. Para a analise de expressao dos genes WNT1, WNT5A, APC, CTNNB1, CCDN1, MYC, WIF1,
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b, por meio de

RT9-PCR

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo

A presente proposta contempla a expressio génica e protéica de integrantes das vias DNMTs e Whnt, o
Metaboloma e Microbioma salivar que possam estar presentes no CCE e leucoplasia, afim de correlaciona-
los ao perfil tabagico, etilico, socio-demografico e clinico dos pacientes.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Para as amostras correspondentes a avaliagio retrospectiva (aliquotas de RNA), os riscos s80 minimos,
sendo relativos a perda de confidencialidade das informagdes. Para tanto, os pesquisadores se

comprometem a manter os dados em sigilo e seguranca. Para as amosiras

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Séao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAC JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph.ict@unesp.br
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UNESP - INSTITUTO DE
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CAMPUS DE SAO JOSE DOS

Continuagao do Parecer: 3.334.281

correspondentes a avaliagdo prospectiva (amostras salivares), o voluntario terd o desconforto de ser
submetido a um exame clinico intra e extrabucal e devera depositar (cuspir) a saliva em um recipiente
estéril, conforme instru¢cdes do pesquisador. A coleta da saliva ndo oferece riscos fisicos, quimicos ou
biolégicos ao paciente, pois ndo se trata de um procedimento invasivo, mas conforme mencionado
anteriormente, podera gerar algum

constrangimento. Para tanto, os pesquisadores se comprometem a estar em ambiente privado (consultério)
para a realizacao da coleta e ainda, a resguardar a confidencialidade dos dados obtidos.

Beneficios:

Identificar fatores progndsticos e possiveis biomarcadores, bem como auxiliar para o melhor entendimento
da relacédo entre os metabdlitos e a microbiota na carcinogénese bucal.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa com 120 amostras de aliquotas de RNA e material salivar, parte ja coletada
e armazenada em nossa instituicdo, e parte a ser coletada de pacientes do ambulatério de propedéutica do
ICT/UNESP Sao José dos Campos e da Universidade de Santiago de Compostela. Material ja coletado com
TCLE aprovado em nossa Instituicado e material externo aprovado pelo Comité de ética da Universidade de
Santiago de Compostela.

A proposta da pesquisa € clara, com objetivo definido e com parceria internacional de qualidade.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos anexados estdo em conformidade com as exigéncias da Plataforma Brasil.
TCLE, claro, conciso e adequado.

Cronograma bem programado

Recomendagodes:

Nao ha

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

N&o ha

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer do(a) Relator(a).

O (a) pesquisador(a) ira receber e-mail da Secretaria do CEPh-ICT-CAMPUS DE SUCAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para ndo incorrer na penalidade de ndo o fazendo, em néo ter novas
submissées avaliada pelo Comité de Etica, até que sane a pendéncia de envio do relatério, na forma de
notificacdo através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site https:

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sado Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph.ict@unesp.br
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/iwww2.ict.unesp.br/ — Sobre o ICT — Comissdes e Comités - Comite de Etica Envolvendo Seres Humanos,

encontrara o formulario para envio do Relatério parcial/final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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18:07:39 |ALMEIDA

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informacgdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1350479.pdf 19:21:47
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 07/05/2019 |JANETE DIAS Aceito
Brochura 19:13:32 |ALMEIDA
Investigador
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 07/05/2019 | JANETE DIAS Aceito
19:07:55 |ALMEIDA

Outros Dispensa.pdf 06/05/2019 [JANETE DIAS Aceito
18:31:53 |ALMEIDA

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 06/05/2019 | JANETE DIAS Aceito

Assentimento / 18:30:28 |ALMEIDA

Justificativa de

Auséncia

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 06/05/2019 | JANETE DIAS Aceito

17:56:04 |ALMEIDA

Outros carta_colaboracao.pdf 06/05/2019 [JANETE DIAS Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:
Né&o

SAO JOSE DOS CAMPOS, 20 de Maio de 2019

Assinado por:

Denise Nicodemo
(Coordenador(a))
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