UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS.DA SAUDE

POS-GRAD O:EM ODON

FREQUENCI A A : ORFISMOS
MTOR rs ES COM

%\SQ\ENTIA /EDIFICAf

2020



IONARIA OLIVEIRA DE ASSIS

FREQUENCIA DE CANCER E ANALISE GENOTIPICA DOS POLIMORFISMOS
MTOR rs1010447 E IRE1 rs196929 EM FAMILIAS DE PACIENTES COM
FISSURA LABIAL E/OU PALATINA

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pdés-Graduacdo em Odontologia, da
Universidade Federal da Paraiba, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Odontologia — Linha
de Pesquisa “O cuidado em saude e a
pratica odontolégica baseados em

evidéncias”.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Rezende Vieira

Joao Pessoa

2020



Catalogagdo na publicacgio
Segdo de Catalogagdo e Classificagio

BE48f RAssis, Ionaria Oliveira de.

Frequéncia de clncer e analise genotipica dos
polimorfismos mTOR rsl010447 e IRE1l rsl196922 em
familias de pacientes com fissura labial e/ocu palatina
/ Ionaria Oliveira de Assis. - Jodoc Pessoa, 2020.

g2 £. : il.

Orientagdo: Alexandre Rezende Vieira.
Dissertagioc (Mestradeoc) - UFPE/CCS.

1. Odonteologia. 2. Fissura palatina. 2. Fissura labial.

4. Clncer. 5. Epidemicleogia. I. Vieira, Alexandre
Rezende. II. Titulc.

UFPE/BC CDU &616.314(043)

Elaborado por Larissa Silwva Oliveira de Mesguita - CRB-15/746



IONARIA OLIVEIRA DE ASSIS

FREQUENCIA DE CANCER E ANALISE GENOTIPICA DOS POLIMORFISMOS

mTOR rs1010447 E IRE1 rs196929 EM FAMILIAS DE PACIENTES COM
FISSURA LABIAL E/OU PALATINA

Banca Examinadora

Prof. Dr. Alexandre Rezende Vieira

Orientador - UFPB

Prof. Dra. Sabrina Garcia de Aquino

Examinador - UFPB

LOON»L .Lo-u( Glul '

Prof. Dra. Daniela Franco Bueno

Examinador — Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio-Libanés



DEDICATORIA

Aos queridos pacientes do setor de Fissuras Labiopalatinas do
HULW/UFPB e seus familiares dedico esse trabalho pela solicitude em participar
dessa pesquisa e por serem exemplos de garra, determinacéo e for¢ca de vontade.
Por ensinarem que mesmo com todas as dificuldades enfrentadas ha sempre um

motivo para sorrir e seguir em frente.

A minha mé&e Joana por ressignificar o cancer.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me iluminar, por me fazer crer nos meus objetivos e nao
permitir que eu fraqueje em meio aos obstaculos, dou gragas!

Ao Professor Dr. Alexandre Rezende Vieira pelo apoio, presteza, por
estar sempre disponivel mesmo a distancia. Obrigada por me permitir aprender
com o pesquisador que €é; agradeco por todos os ensinamentos compartilhados.

A UFPB pelo incentivo a qualificacdo dos seus servidores técnico-
administrativos, por nos dar oportunidade de crescimento pessoal e profissional.

A todos que fazem parte do PPGO/UFPB, docentes, discentes e
funcionérios, pelo empenho em construir uma pos-graduacdo de qualidade. Em
especial, agradeco ao professor Dr. Ricardo pela gentileza e por ndo medir
esfor¢cos em buscar recursos para 0 nosso crescimento e para que essa pesquisa
se tornasse possivel.

A Rosa Helena a qual desde o primeiro contato, estendeu-me a méao e
acolheu-me ajudando em tudo o que precisei durante essa pesquisa, sobretudo,
ensinando a ser uma pessoa e uma profissional melhor. Sua dedicacdo, ndo sé
aos fissurados, mas a tudo o que se dispde a fazer contagia aqueles que tém o
priviégio de conviver com vocé! Gratiddo pelo carinho, pelo exemplo de
profissional e ser humano dedicado, paciente, por todo cuidado!

A toda equipe do setor de Fissuras Labiopalatinas do HULW/UFPB meu
agradecimento pela acolhida e carinho, pela disponibilidade em ajudar durante
cada fase da pesquisa, especialmente a Danubia, Greyce, Socorro, Josi, Vitor,
Filismina, Cris, Aine, Lindalva, Sayonara, Dr. Paulo, Dr Andreé.

A familia CRAS/UFPB gratiddo por colaborarem na realizagcdo dessa
pesquisa. Nao conseguiria executa-la sem o auxilio dos meus queridos pacientes
e dos meus colegas de trabalho Zelandia, Zenaide, Ménica, Julyanna, Mércia,
Aninha e Ednaldo.

A todos do CCAE/UFPB, em especial a Angeluce e a Daniela, por todo
incentivo e compreensao durante as aulas do mestrado e nos momentos que
precisei me ausentar.

A todos os meus amigos, as “freudinhas” e aos colegas de pesquisa do
Vieira Lab Jodo Pessoa, Julliane, Juanior, Mariana, Alice pelo suporte,

aprendizado e convivio. E extensiva minha gratiddo ao Vieira Lab Pittsburgh, em



especial a Elaine, Kathleen e Mariana pelo acolhimento e colaboragdo durante
os dias em Pittsburgh. A minha companheira de pesquisa Bianca pelo auxilio e
ombro amigo nos momentos mais desesperadores, em especial, nos dias corridos
durante a execucgao da pesquisa em Pittsburgh. Gratidao!

Aos meus amados pais, Jeova e Joana, pelo incondicional suporte e
cuidado em todos os momentos da minha vida. Por acreditarem e torcerem por
mim, por estarmos sempre juntos e me amarem tanto! Também agradeco a minha
irma Izabella e aos meus principes Davi e Pedro, sobrinhos amados, que tornam
meus dias mais felizes. Amo muito vocés!

A minha familia, especialmente as minhas queridas tias Tania, Socorro,
Ana Lucia por estarem tdo presente no momento mais dificil da minha vida.
Eterna gratidao por tanto carinho e cuidado!

Por fim, minha imensuravel gratiddo ao meu amor, Thiago, por me inspirar
e estimular a vida académica. Sua paixao pela docéncia contagia e me faz querer
alcar novos caminhos. Obrigada por vibrar a cada vitéria, por ser paciente,
suportar o0s momentos de estresses e enxugar cada lagrima derramada. Mesmo a

distancia, senti em cada momento seu cuidado e afeto.

Vi



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de agua no

mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”. (Madre Teresa de Calcutd)

vii



RESUMO

Fissuras de labio e/ou palato constituem o defeito congénito craniofacial mais
comum em humanos. A origem dessas fissuras tem sido associada a atuagéo de
fatores genéticos e fatores ambientais e ha evidéncias de que individuos nascidos
com fissuras orofaciais tem maior prevaléncia de cancer do que a populacdo em
geral. O presente trabalho propds-se a determinar a frequéncia de casos de
cancer em familias com fissuras labiais e/ou palatinas comparando-as com um
grupo sem fissuras e associa-los aos marcadores dos genes mTOR rs1010447 e
IRE1 rs196929 os quais estdo associados ao cancer. Oitocentos e trinta e seis
individuos foram avaliados (303 nascidos com fissura labial e/ou palatina, 256
pais na maior parte, a mée de individuos nascidos com fissura labial e/ou palatina
e 277 individuos ndo afetados). Todos os participantes responderam a um
guestionario com informac6es demograficas basicas sobre historico familiar de
fissura labiopalatina e cancer. O DNA foi obtido da saliva total e polimorfismos de
nucleotideos Unicos MTOR rs1010447 e IRE1l rs196929 foram genotipados
usando-se 0 método TagMan. Os dados demograficos foram analisados pelo
teste qui-quadrado e exato de Fisher considerando significante valor de p<0,05 e
a média de idade entre os grupos foi definida pelo teste t de Student. Familias de
pacientes com fissura de labio e/ou palato apresentaram frequéncia de cancer
menor em relagcdo ao grupo de comparacdo estudado. Houve um excesso de
homozigotos menos comum do IRE1 rs196929 entre parentes de individuos
nascidos com fissura labiopalatina quando apresentavam histéria familiar positiva
de cancer em comparacao com individuos nascidos com fissura labiopalatina ou
com individuos nao afetados nédo relacionados (p=0.0006 e p=0.00000001,
respectivamente). Esse padrdo foi semelhante quando as familias relataram um
tipo de cancer ou multiplos, ou quando o cancer afetava as mulheres (mama ou
trato reprodutivo) ou as estruturas do trato gastrointestinal. N&o evidenciamos
variagfes genotipicas significativas no mTOR rs1010447 quando comparados aos
dados demograficos, a historia de cancer e de fumo nos grupos estudados. Os
resultados fornecem suporte para um papel da via de estresse do IRE1-XPB1 na
maior frequéncia de cancer em familias de individuos nascidos com fissura

labiopalatina.

Palavras-chave: fissura palatina, fissura labial, cancer, epidemiologia.
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ABSTRACT

Cleft lip and / or palate is the most common craniofacial birth defect in humans.
The origin of these clefts has been associated with genetic and environmental
factors, such as smoking during pregnancy, use of medications, socioeconomic
factors, as well as infectious diseases. There is evidence that individuals born with
orofacial clefts have a higher prevalence of cancer than the general population,
hence, identifying genetic factors that are related to the risk of cancer and the
presence of oral clefts may allow the development of strategies for identification of
risk groups. The present study aimed to determine the frequency of cancer in
families with individuals born with cleft lip and/or palate and to associate them with
MTOR rs1010447 and IRE1 rs196929, which are associated with cancer. Eight
hundred and thirty-six individuals were evaluated (303 born with cleft lip and/or
palate, 256 parents, mostly the mothers of individuals born with cleft lip and/or
palate and 277 unaffected individuals). The parents or guardians of the children
answered a questionnaire with basic demographic information about their children
and family history of cleft lip and palate and cancer. DNA was obtained from whole
saliva and the single nucleotide polymorphisms mTOR rs1010447 and IRE1
rs196929 were genotyped using the TagMan method. Differences in mean age
between the groups were determined by the Student’'s t test. Relatives of
individuals born with cleft lip and palate had a lower frequency of cancer compared
to unrelated unaffected individuals. There was an excess of rare homozygotes of
IRE1 rs196929 among relatives of individuals born with cleft lip and palate when
they had a positive family history of cancer compared to individuals born with cleft
lip and palate or with unrelated unaffected individuals (p=0.0006 and
p=0.00000001, respectively). This pattern was similar when families reported one
type of cancer or multiple cancers, or when the cancer affected women (breast or
reproductive tract) or gastrointestinal tract structures. We did not find evidence for
significant genotypic variations in mMTOR rs1010447 when comparing it to
demographic data, such as the history of cancer and smoking. The results provide
support for a role of the IRE1-XPB1 stress pathway in the higher frequency of

cancer in families of individuals born with cleft lip and palate.

Keywords: cleft lip, cleft palate, cancer, epidemiology.
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1. INTRODUCAO

As fissuras de labio e/ou palato estdo entre as malformacbes
congénitas de maior prevaléncia, registrando uma média mundial de
aproximadamente 1 em 700 nascimentos vivos, com grande variabilidade de
origem geografica, grupos étnicos, exposi¢cdes ambientais e nivel socioeconémico
(1). Em geral, asiaticos e populacdes nativas americanas tém as maiores taxas de
prevaléncia de nascimentos vivos, que costumam chegar a 1 em 500. Populacfes
de origem europeia tém prevaléncia intermediaria com taxas aproximadas de 1
em 1.000, e os paises africanos tém as menores taxas de prevaléncia com
aproximadamente 1 em 2.500 nascidos vivos (2). No Brasil, a prevaléncia das
fissuras € em torno de 1.54 a cada 1.000 nascimentos vivos (3,4). Com uma
populacdo excedendo 190 milhdes de brasileiros e 3 milhdes de nascimentos ao
ano, as fissuras de origem nao sindromicas labiais e/ou palatinas sao importante
problema de saude publica, com aproximadamente 4.000 (quatro mil) novos

casos ao ano (5).

Quanto a embriologia, essas condi¢cfes orofaciais sdo resultantes de
defeitos primarios na fusdo dos processos craniofaciais que formam o palato
primario e secundario, no primeiro trimestre do desenvolvimento intrauterino (6).
Cerca de 70% dos casos de fissuras ocorrem como forma ndo sindrébmica e os
30% restantes, os quais sdo ditos sindrémicos, sdo assim definidos por
apresentarem anormalidades fisicas ou cognitivas adicionais estando associados

a disturbios mendelianos, condi¢cdes cromossdmicas ou teratogénicas (6-9).

Inimeras classificacdes foram sugeridas para relacionar os diversos
tipos de fissuras de labio e/ou palato, porém nenhum sistema (nico é
universalmente utilizado. Fogh-Andersen (10) foi pioneiro em utilizar uma
abordagem embriologica para classificar as fissuras e o fez a partir do forame
incisivo denominando labioleporino as fissuras do Grupo 1 (FL), labioleporino com
palato as fissuras do Grupo 2 (FLP) e apenas fissuras de palato aquelas do Grupo
3 (FP) (10). Spina et al (11) prop6s, mais tarde, uma classificacdo semelhante,
isto €, baseada no forame incisivo dividindo as fissuras em 4 grupos de acordo

com sua localizagdo e o envolvimento ou ndo de tecido ésseo. Sendo assim, o
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Grupo | compreende as fissuras pré-forame incisivo, Grupo Il as fissuras
transforame incisivo, no Grupo Il encontram-se as fissuras pos-forame incisivo e
finalmente no Grupo IV séo ditas as fissuras raras da face. Assim, as fissuras pre-
forame incisivo sao ditas direita, esquerda, bilateral ou ainda mediana (quando
envolve linha média) e completas ou incompletas (quando apenas em tecido
mole). As fissuras transforame sao unilaterais ou bilaterais, e as fissuras pos-
forame incisivo classificam-se por uni ou bilaterais e completas ou incompletas
(12).

A distribuicéo desses tipos de fissuras na populagéo é variavel. As FL e
as FLP s&o mais frequentes no sexo masculino, com propor¢cao variando entre
1,75:1 a 2:1, enquanto as FP sdo predominantemente mais encontradas na
populacdo feminina, atingindo uma frequéncia de até 1,1:1 em paises como o
Japdo (12-17). Além disso, estudos populacionais reportam uma maior

prevaléncia das FLP do que as FP (13,18).

Cerca de aproximadamente 400 sindromes podem ser acompanhadas
por malformacgBes como as fissuras de labio e/ou palato e aproximadamente 75%
das sindromes descritas tem uma causa genética conhecida (19,20). Dentre as
mais comumente associadas estdo a sequencia de Pierre Robin a qual é uma
causa comum de fissura palatina e é definida como uma micrognatia e/ou
retrognatia mandibular com glossoptose e fissura palatina; e a sindrome de Van
der Woude que corresponde a aproximadamente 2% de todos os casos de fissura
e é caracterizada pela presenca de fossetas labiais associadas a qualquer
combinacdo de FLP (21). A maioria dos casos de sindrome de Van der Woude é
atribuido a muta¢des em um fator regulador de transcricdo de interferon 6 (IRF6)

(22,23).

A etiologia multifatorial das fissuras que comprometem l4bio e/ou
palato tem sido alvo de constantes estudos. O que se sabe é que essas
desordens tém heterogeneidade genética contribuindo para o defeito varios genes
gue afetardo o labio, envolvendo ou ndo o palato, ou apenas o palato e ainda, a

influéncia de fatores ambientais (2, 24-31).

Fogh-Andersen (10) e Curtis et al. (32) realizaram os primeiros estudos

acerca da hereditariedade das fissuras ndo-sindrémicas. Segundo eles, em
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familias com genitores portadores de fissuras de labio e/ou palato ha um risco de
4% a 10% de concepcéao de filhos com a mesma condicédo. E naquelas em que ha
os pais e um filho a chance aumenta para 17% sobre uma segunda prole.
Estudos de herdabilidade demonstram uma contribuicdo genética estimada em 45
a 85%, dependendo da populacdo (10,32-34). Além disso, tem-se
responsabilizado a consanguinidade a etiologia das fissuras orais onde se sugere
gue a consanguinidade parental possa desempenhar um papel relevante na
ocorréncia da fissura oral n&o sindromica, inclusive na extenséo do defeito. Esse
achado é comum em paises arabes onde a pratica de casamentos

consanguineos é frequente (35,36).

Dentre os fatores ambientais mais comumente relacionados sugeridos
como envolvidos no aparecimento dessas fissuras destacam-se: idade dos pais,
fumo e alcool, fatores socioeconémicos (alimentacdo inadequada, auséncia de
pré-natal), distrbios endocrinologicos, medicamentos como anticonvulsivantes,
sedativos, corticosteroides a exemplo da dexametasona e, recentemente, do
ondansetron, popularmente conhecido como Vonau, o qual tem sido utilizado nas
gestantes para amenizar os sintomas de nauseas e vomitos e que, também, foi

associado a um risco aumentado de fissuras orais. (5,16,37-47).

A chance de fissura em criancas cuja mae fuma é 2 vezes maior em
comparacao com criancas de maes nao fumantes (48). Alguns estudos tem
demonstrado uma associacdo positiva entre fissuras orais e o habito de fumar
materno e também que a exposi¢cdo ao fumo passivo materno resulta em um
aumento de 1,5 vezes no risco de fendas orofaciais n&o-sindromicas (39,49). A
fumaca do tabaco contém milhares de compostos, alguns dos quais sédo
conhecidos por terem efeitos deletérios durante o desenvolvimento embrionario.
Entre os produtos da fumaca, a nicotina € considerada a principal substancia
teratogénica que altera e atrasa o desenvolvimento do embrido (50,51). Em um
estudo realizado nos paises nordicos avaliando-se a associacdo do uso de rapé e
fumo pela mée antes e durante a gravidez com a presenca de malformacdes orais
concluiu-se que ambos estdo associados a um maior risco de fissuras orais e

malformagdes no recém-nascido (52).
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Individuos nascidos com fissuras orofaciais tem uma expectativa de
vida mais curta com risco aumentado para todas as principais causas de morte
quando comparados a individuos nascidos sem fissura (53). Doengas como
cancer tém sido sugeridas como um dos fatores que reduzem a expectativa de

vida de individuos nascidos com fissuras orofaciais (54).

7

O céancer é uma doenca multifatorial, onde fatores genéticos e
ambientais desempenham um papel significativo (55). E o principal problema de
saude publica no mundo e ja estd entre as quatro principais causas de morte
antes dos 70 anos de idade na maioria dos paises. Muta¢cbes devido a erros
aleatérios durante a replicacdo normal do DNA desempenham um papel
importante na etiologia do cancer, juntamente com o ambiente, o estilo de vida e a
hereditariedade (56-58).

A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo,
em parte pelo envelhecimento, pelo crescimento populacional, como também pela
mudanca na distribuicAo e na prevaléncia dos fatores de risco de cancer,
especialmente aos associados ao desenvolvimento socioecondmico. A mais
recente estimativa mundial, ano 2018, aponta que ocorreram no mundo 18
milhdes de casos novos de cancer (17 milhdes sem contar os casos de cancer de
pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de 6bitos (9,5 milhdes excluindo os canceres
de pele ndo melanoma). O céancer de pulméo € o mais incidente no mundo (2,1
milhdes) seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes), célon e reto (1,8 milhdo) e
prostata (1,3 milhdo) (59). Para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio
2020-2022 aponta que ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (450 mil,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). O cancer de pele nao
melanoma sera o mais incidente (177 mil), seguido pelos canceres de mama e
prostata (66 mil cada), colon e reto (41 mil), pulméo (30 mil) e estdbmago (21 mil)
(60).

Os planos preventivos para diminuir a incidéncia de cancer incluem
tanto a remocao de agentes ambientais conhecidos por serem cancerigenos
guanto a identificacdo de polimorfismos ou mutacBes nos genes de
suscetibilidade ao cancer. Os individuos portadores de genes especificos de

suscetibilidade podem ser alvo de programas de triagem mais agressivos e
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tratamentos quimiopreventivos, além de serem adequadamente orientados sobre

0 comportamento no estilo de vida (61).

Evidéncias epidemiolégicas mostraram a associagcdo de cancer e
malformacfes congénitas como as fissuras nasolabiais e FLP em diferentes
estudos populacionais (53,61-64). A hipdtese € que esses disturbios podem
ocasionalmente ter uma etiologia comum. Estudos genéticos tém apoiado a
hip6tese de que alguns genes sdo simultaneamente associados ao cancer e a

desordens orofaciais (27,55,65)

Genes da via de sinalizacéo de fatores de crescimento de fibroblastos
(FGF) tém sido associados com varios tipos de cancer e podem contribuir para
aproximadamente 3% dos casos de fissura labial ndo sindrémica com ou sem
fissuras palatinas (64,66). Outros genes que foram associados com cancer e
fissura ou outras anomalias craniofaciais tais como AXIN1, CDH1 e GSK3B e os
da via WNT, além do préprio FGF tém sido alvos de estudos por despertarem a
ideia de que variacbes nesses genes poderiam contribuir para o desenvolvimento
de doencas como fissuras de labio e palato, surdez congénita, agenesia dentaria,
microdontia e cancer jA que desempenham papel critico durante o

desenvolvimento embrionario (64,67-69).

Ha evidéncias de que individuos nascidos com fissuras orofaciais tem
maior prevaléncia de cancer do que a populagdo em geral e 0s mecanismos
sugeridos para explicar essa associacdo entre cancer e fissura sao fatores
genéticos compartilhados, isto €, polimorfismos em genes envolvidos na adesao
célula-célula e motilidade celular que estariam associados com fissuras e os
mesmos genes podem estar envolvidos na carcinogénese (61,64). Este risco é 3
vezes maior em parentes de primeiro e segundo graus e diminui para 1,5 vezes
em familiares de terceiro grau (55). Além disso, pais de criangas nascidas com
fissura labiopalatina demonstraram ter maior risco de céncer - em particular,
linfomas e leucemias (70). Também ja foi demonstrado um aumento da frequéncia
de cancer em familiares de fissurados (labio e/ou palato), fortalecendo a hipétese
de que fatores genéticos comuns podem desempenhar um papel no

desenvolvimento de ambas as condi¢cdes (29).
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Vérios efeitos das fissuras orofaciais podem estender-se até a idade
adulta resultando em maior morbidade e mortalidade (64). Isso demonstra que
uma melhor compreensdo da genética da fissura labial e palatina pode ajudar a
melhorar o aconselhamento para as familias com um possivel maior risco de
fissuras, e também pode fornecer uma nova visdo em pesquisa em cancer e

distarbios psiquiatricos genéticos (41).

Os mecanismos moleculares subjacentes a fissura labial e palatina que
coincidem com o cancer incluem as vias do metabolismo do acido araquidoénico,
transformando a sinalizacdo beta do fator de crescimento, replicacdo DNA, ciclo
celular e carcinogénese viral (71). Além disso, podem-se incluir sinalizadores intra
e extracelulares, que regulam o metabolismo e fisiologia dos mamiferos. Esses
genes regulam funcdo de muitos tecidos e quando n&do funcionam bem, impactam
muitas doencas humanas. Dentre eles estdo as cascatas do mTOR e

IRE1(informacé&o verbal)®.

O mTOR (alvo mamifero da sinalizagcédo da rapamicina) € uma proteina
guinase que regula o crescimento, a sobrevivéncia, o0 metabolismo e a imunidade
das células. Geralmente € montado em varios complexos, como o complexo
MTOR 1/2 (MmTORC1/2) e catalisa a fosforilacdo de vérios alvos regulando assim
a sintese de proteinas, metabolismo de nutrientes, sinalizacdo de fator de
crescimento, crescimento celular e migracdo. A ativacdo do mTOR promove o
crescimento e a metastase de tumores e segundo estudo de meta-analise sobre a
relacé@o entre polimorfismos de nucleotideo tinico mTOR (SNPs) e risco de cancer
verificaram que alguns SNPs do mTOR estavam correlacionados com risco
aumentado de cancer (72,73). Derivados de rapamicina, que séo inibidores do
MTORC1, tornaram-se alvos de estudos por desempenharem papel importante
como agentes anticancerigenos eficazes em tipos de tumores especificos,

incluindo cancer de mama (74).

O IRE1 (enzima sequestradora de inositol 1, também conhecida como
ERN1) € uma proteina transmembrana residente do reticulo endoplasmatico (RE)

tipo | encontrada nas células do organismo e que também, esta presente nos

' Comunicacdo pessoal do Dr. Alexandre Rezende Vieira, em 26 de maio de 2020,
recebida por correio eletrbnico.
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tumores malignos (75). As células cancerosas sao geralmente expostas a
ambientes estressantes, como hipéxia, privacdo de nutrientes e outra regulacéo
disfuncional metabdlica levando ao estresse do reticulo endoplasmatico. Como o
ramo mais conservado entre as trés vias de resposta proteica ndo dobrada (UPR),
a via de sinalizacdo IRE1-XBP1 tem sido implicada no desenvolvimento e
progressao do cancer. XBP1 ativo atua como um fator de transcricdo para regular
a expressao de genes alvo ajusante, incluindo muitos fatores oncogénicos. A
atividade regulatéria de XBP1 na proliferacdo celular, apoptose, metastase e a
resisténcia as drogas promove a sobrevivéncia celular, levando a tumorigénese e

progressao tumoral (76).

O estresse do RE pode ser ocasionado por condicdes patoldgicas tais
como infecgBes virais e mutacdes que alteram proteinas e tem sido sugerido
como causa ou agravante de algumas condigbes tais como aterosclerose,
diabetes, doencas hepaticas, obesidade e cancer (75). Ele é caracteristico das
células cancerigenas, mas o0 papel das vias de sinalizacdo que permitem a
resposta ao estresse do RE no desenvolvimento ou supresséo do cancer ndo esta
bem caracterizado (56,77). Sabe-se que o IRE1l, em particular, controla a
captacao mitocondrial de calcio e ativa a imunidade natural das células (78,79).
Essas funcdes fornecem ao hospedeiro a capacidade de proteger contra
infeccdes e cancer, aléem disso, o IRE1 produz o XBP1, um fator de transcricao
gue € ativado em situacdes de estresse do RE, estando envolvido nos processos
fisiopatologicos de vérias doencas inclusive em mecanismos de supressao de

células cancerigenas (80,81).

Variantes do gene do estresse do RE bem como do mTOR foram
estudadas previamente pelo nosso grupo de pesquisa associando-os a varias
condicOes orais e 0sseas. A hipotese levantada era que a variacdo genética nos
genes selecionados interrompe a sintese proteica, afetando o metabolismo
0sseo e influenciando estados inflamatoérios crénicos. O IRE1 rs196929, em
particular, foi associado a condigbes que incluem respostas inflamatorias

intensas por parte do hospedeiro (82).

Para se estudar esses possiveis relacionamentos nds aproveitamos da

variacao genética na populagdo. A diversidade genética surge devido a mutacdes
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e € importante a adaptabilidade e sobrevivéncia das espécies. Os polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) sdo o tipo mais comum de variagdo genética em
humanos e ocorrem em média cerca de uma vez em cada 300 pares de bases no
nosso DNA, isto é, sdo diferengas em um Unico nucleotideo (83). Um SNP de um
determinado gene serve como marcador para aquele gene e um dos métodos
utilizados para sua deteccéo ao longo do DNA é por meio da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) a qual é uma técnica de Biologia Molecular que permite
replicacdo “in vitro” do DNA de forma extremamente rgpida (84). Com a PCR,
guantidades minimas de material genético podem ser amplificadas milhdes de
vezes em poucas horas, permitindo a deteccédo rapida dos marcadores genéticos

de doencas infecciosas ou doencgas genéticas (85).

Os marcadores SNPs tem como base as alteracbes mais elementares
da molécula de DNA, ou seja, mutacbes em bases Unicas da cadeia de bases
nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). As mutagdes mais comuns
sao as transicdes, onde ocorrem trocas de uma purina por outra purina (A-G) ou
de uma pirimidina por outra pirimidina (C-T). Menos frequentes, as transversoes
ocorrem gquando héa troca de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa (C/ T
ou A/G). Normalmente, os marcadores SNP s&o bi-alélicos, ou seja, encontrados
apenas dois variantes em uma espécie. Os SNPs podem ocorrer em regifes
codificadoras ou com fungéo regulatoria, porém, na maior parte das vezes séo
encontrados em espacos intergénicos, sem funcdo determinada. Esses
marcadores podem ser utilizados em estudos de associacdo e mapeamento
genético, assim como em ensaios diagndsticos para confirmacdo de paternidade,
identificacdo individual (rastreabilidade), deteccdo de doencas genéticas e/ou

polimorfismos associados a caracteristicas de producéo (83,86)

Compreendendo que estudos direcionados a associacdo entre cancer
e fissuras de labio e/ou palato fornecem dados que podem permitir projetos
preventivos em portadores dessas condi¢cdes além de possibilitar um melhor
entendimento dos mecanismos inerentes a essas patologias, o objetivo geral do
presente estudo foi avaliar se pacientes com fissura de labio e/ou palato
atendidos no Servico de Fissuras do Hospital Universitario Lauro Wanderley
(HULW/UFPB) e seus familiares, na maior parte, a mae de individuos nascidos

com fissura labial e/ou palatina, apresentam frequéncia aumentada de cancer,
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comparando-as com individuos atendidos no Centro de Referéncia em Atencéo a
Saude (CRAS/UFPB) que ndo apresentam essas fissuras. Dentre 0s objetivos
especificos, buscamos identificar possiveis fatores ambientais com risco de
fissuras orofaciais e cancer bem como, testar se alelos dos marcadores mTOR
rs1010447 e IRE1 rs196929, os quais parecem estar envolvidos com o cancer,
tém distribuicdes diferentes, dependendo de haver alguém na familia que nasceu

com fissura oral.

Os resultados envolvendo o SNP do mTOR rs1010447 estao

apresentados em tabelas no apéndice.
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Abstract:

The aim of this study was to test if the marker rs196929 in IRE1 associated with
cleft lip and palate depending on the family history for cancer. A consecutive
sample of 836 individuals were recruited between April and October of 2019 (303
born with cleft lip and palate, 256 relatives mostly of the maternal side of
individuals born with cleft lip and palate, and 277 unaffected unrelated individuals).
Parents or guardians of the children answered a questionnaire with basic
demographic information about their children and their family history of cleft lip and
palate and cancer. DNA was obtained from whole saliva and IRE1 rs196929 was
genotyped using TagMan chemistry and end-point analysis. Over-representation
of alleles was determined using chi-square as implemented in PLINK using an
alpha of 0.05. There was an excess of less common homozygotes of IRE1
rs196929 among relatives of individuals born with cleft lip and palate when they
had positive family history of cancer in comparison with individuals born with cleft
lip and palate or with unrelated unaffected individuals (p=0.0006 and
p=0.00000001, respectively). This pattern was similar when families reported one
type of cancer or multiple ones, or when cancer affecting females (breast or
reproductive tract) or the structures of the gastro-intestinal tract were considered.
These results provide support for a role of the ER stress IRE1-XPB1 pathway in
the higher frequency of cancer in families of individuals born with cleft lip and

palate.
Keywords: cleft lip, cleft palate, cancer, breast cancer, smoking
Introduction

Families of individuals born with cleft lip and palate report more cancer than
families not segregating the defect.* Molecular mechanisms underlying cleft lip and
palate that coincide with cancer include the pathways of arachidonic acid
metabolism, transforming growth factor beta signaling, DNA replication, cell cycle,
and viral carcinogenesis.? The impairment or excessive activation of endoplasmic
reticulum stress (ER stress) has been suggested as a cause or to aggravate
cancer,? and ER stress associates with all pathways cited above.*® ER stress also
associated with short stature disorders and degenerative cartilage diseases,’

which can include cleft palate.’® We showed that ER stress gene variants are
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associated with a number of oral and bone conditions, and IRE1 rs196929 in
particular was associated with conditions that include intense inflammatory
responses from the part of the host.'* We hypothesize that this IRE1 variant may
be also associated with families of individuals born with cleft lip and palate, which
we showed report cancer more often than families without someone born with cleft
lip and palate.’** Here we tested if IRE1 (also called ERN1) variation was over-
represented in relatives of individuals born with cleft lip and palate depending on

family history of cancer.

Materials & Methods

After proper Institutional Review Board approval was obtained at the
Universidade Federal da Paraiba (approval # 03829018.1.0000.5183) and
University of Pittsburgh (approval # 18100093), 836 individuals were evaluated
(303 born with cleft lip and palate, 256 relatives of individuals born with cleft lip
and palate, and 277 unaffected unrelated individuals). All individuals or their
parents or guardians in the case of children answered a questionnaire with basic
demographic information about them or their children and their family history of
cleft lip and palate and cancer. They also provided a saliva sample for extraction
of genomic DNA. Genotyping was performed by the Tagman method® with a
QuantStudio 6 Flex automatic instrument and pre-designed probes (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). We tested the IRE1l single nucleotide
polymorphism rs196929, which we found associated with inflammatory conditions
that lead to bone resorption such as periodontitis and periapical lesions and had

good heterozygocity.™

Chi-square and Fisher's exact tests were used to
determine Hardy-Weinberg equilibrium and statistically significant differences with
an alpha of 0.05. The PLINK software'® package was used to analyze the
distribution of alleles and genotypes between individuals born with clefts, related to

the individuals born with clefts and unaffected.

Results

The demographic characteristics of the sample is presented on Table 1.
Among the individuals born with clefts, 215 had cleft lip and palate, 52 had cleft lip
only, and 36 had cleft palate only. Of the 215 individuals born with cleft lip and
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palate, 17 had an associated condition (eight had Van der Woude syndrome, two
polydactyly and hand anomalies, two autism, one Down syndrome, one
hydrocephaly, one Arnold-Chiari malformation, one hemifacial microssomia, and
one encephalocele). Among the 52 cases of cleft lip only, one had Van der Woude
syndrome and one had deafness and a palpebral defect. Finally, among the 36
cases of cleft palate only, four had a Pierre Robin sequence. The vast majority of
the relatives of individuals born with clefts that participated in this study were
mothers of children born with clefts, and therefore the data on family history mostly

relates to the maternal side of the family.

Table 2 presents the summary of genotyping data by cancer history. We
combined all types of clefts since analyses by individual patterns did not show any
different trends. We also did not exclude data on the small number of relatives on
the paternal side since this did not dramatically changed the results. We found that
relatives of individuals born with cleft lip and palate have an excess of the less
common homozygotes of IRE1 rs196929 that was statistically significant different
from both the individuals born with clefts (p=0.0006) and the unrelated unaffected
individuals (p=0.00000001). The children born with clefts had a less pronounced
increase of the less common homozygotes of IRE1 rs196929, but still statistically
significant different from the unrelated unaffected individuals (p=0.03). This pattern
was also obvious when a particular cancer was reported in the family (relatives of
individuals born with clefts versus individuals born with clefts, p=0.008; relatives of
individuals born with clefts versus unrelated unaffected relatives, p=0.008;
individuals born with clefts versus unrelated unaffected individuals, p=0.89) or
multiple cancers were reported in the family (relatives of individuals born with
clefts versus individuals born with clefts, p=0.001; relatives of individuals born with
clefts versus unrelated unaffected relatives, p=0.0001; individuals born with clefts
versus unrelated unaffected individuals, p=0.13). Finally, when we combined
breast, ovary, uterus, and cervix cancers (relatives of individuals born with clefts
versus individuals born with clefts, p=0.003; relatives of individuals born with clefts
versus unrelated unaffected relatives, p=0.00002; individuals born with clefts
versus unrelated unaffected individuals, p=0.11), or cancer affecting all extension
of the gastro-intestinal tract (relatives of individuals born with clefts versus
individuals born with clefts, p=0.2; relatives of individuals born with clefts versus
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unrelated unaffected relatives, p=0.01; individuals born with clefts versus unrelated

unaffected individuals, p=0.34), the pattern remained.

Cigarette smoking (Table 1) is a risk factor for cancer, as well as for cleft lip
and palate.! The same pattern of over-representation of the less common
genotype of IRE1 rs196929 was seen for paternal and maternal smoking (relatives
of individuals born with clefts versus individuals born with clefts, p=0.0007 for
paternal smoking and p=0.26 for maternal smoking, respectively; relatives of
individuals born with clefts versus unrelated unaffected relatives, p=0.00009 for
paternal smoking and p=0.00005 for maternal smoking, respectively; individuals
born with clefts versus unrelated unaffected individuals, p=0.41 for paternal
smoking and p=0.1 for maternal smoking, respectively). This pattern, did not really
change when paternal and maternal smoking were analyzed in the cases with
positive family history of cancer (relatives of individuals born with clefts versus
individuals born with clefts, p=0.01 for paternal smoking and p=0.25 for maternal
smoking, respectively; relatives of individuals born with clefts versus unrelated
unaffected relatives, p=0.0009 for paternal smoking and p=0.13 for maternal
smoking, respectively; individuals born with clefts versus unrelated unaffected
individuals, p=0.7 for paternal smoking and p=0.31 for maternal smoking,

respectively).

Discussion

We found an excess of homozygotes of the less common allele of IRE1
rs196929 among relatives of individuals born with cleft lip and palate. A similar
distortion in Hardy-Weinberg equilibrium was previously reported, with an increase
in less common homozygote genotypes of a marker in MTHFR, among women
born with cleft lip and palate who had a child born with cleft lip and palate.*” This
kind of effect cannot be detected by using other approaches such as the
transmission disequilibrium test*® because uninformative homozygous parents are

automatically dropped from the analysis.

Cases diagnosed as syndromes or with other known entities were not
excluded from this study since they are believed to not affect the likelihood of

cancer occurring in families, and were in small numbers and therefore, unlikely to
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dramatically impact the results. Hence, the analysis including these cases showed
no marked differences (data not shown). Further, there is no reason to believe that
not a similar factor may influence the frequency of cancer in the families despite
different types of clefts (syndromic and non-syndromic) occurring. Over the years,
we have always analyzed definitions of clefts, “cleft lip only”, “cleft lip with cleft
palate”, and “cleft palate only” separately and then in combination (cleft lip with or
without cleft palate, cleft lip with cleft palate plus cleft palate only, and all cases
together).’*?® Excluding the few cases of cleft palate only from the analyses
presented here did not markedly changed the results (data nor shown) and there
was no reason to believe factors predisposing to cancer in these families were not
the same. The results reported here, combining all families, allow for the maximum

statistical power.

All individuals included in the study are primarily from the city of Jo&o
Pessoa, which is comprised, according to the Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, www.ibge.gov.br), by approximately 85% of Whites or Whites

mixed with individuals of African or Amerindian descent. Frequency of alleles do
not suggest that population substructure influenced our findings since the group
that shows difference is related to the group of individuals born with clefts, and it
was expected that these two groups would resemble each other even more than

they resemble the group of unrelated unaffected individuals.

Being concerned about multiple testing, we avoided applying the strict
Bonferroni correction and increasing type Il error. If we had used Bonferroni
correction, we would have lowered the alpha to 0.002 (0.05/10 comparisons as
listed in Table 2 for three groups). At the level, some of the p-values described in
the results would not be formally statistically significant, although the trend of the
data is clear. We have demonstrated before®* that known true associations are
missed when correction for multiple testing is implemented. This is likely the case
here in which we have shown that families of children born with cleft lip and palate

report more often cancer.***

One limitation of our study is that the information regarding more distant
relatives can be imprecise. Our experience shows that information is reliable

mostly to first-degree relatives.?”® More distant these relatives are, less reliable is
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the information or knowledge about individual health status of others in the family.
However, there is no reason to believe that any of the three study groups
(individuals born with clefts, relatives of individuals born with clefts, and unrelated
unaffected individuals) would have more knowledge about cancer in their family.
Our previous study has suggested adult individuals who survived cancer report
family history of oral clefts more often than controls without cancer experience.”
This is the first time we suggest an underlying mechanism for these associations.
Our findings indicate that the ER stress IRE1-XBP1 pathway is a possible
explanation for the reason why cancer is reported more often in families that had a

child born with cleft lip and palate.
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Table 1. Demographic characteristics of the studied cohort.

Individuals Born with Clefts

Relatives of Individuals born

Unaffected Unrelated Individuals

with Clefts
N 303 256 277
Sex | Females 135 224 170
Males 168 32 107
Mean age 13.76 37.17 27.82
(years)
Family history of Yes No Yes No Yes No
clefts 151 148 78 178 0 277
Mean paternal
age at birth (in 29.7 31.17 30.75
years)
Mean maternal
age at birth (in 25.82 26.66 26.89
years)
Paternal smoking Yes No Yes No Yes No
74 216 137 106 74 199
Maternal Yes No Yes No Yes No
smoking
36 265 95 160 42 235
Family history of
Any cancer 258 171 266
Breast 49 33 58
Prostate 23 18 29
Cervix/Uterus 29 22 13
Lung 18 8 22
Stomach 18 10 16
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Table 2. IRE1 rs196929 genotyping data.

Individuals born

Relatives of individuals

Unrelated unaffected

with clefts born with clefts individuals
All sample
CcC 99 70 82
CT 81 29 80
TT 25 32 8
Individuals with positive family history of any
cancer
CC 60 38 50
CT 52 11 54
TT 10 16 7
Individuals with positive family history of a
single cancer
cC 39 26 37
CT 39 11 33
TT 8 12 3
Individuals with positive family history of
multiple types of cancer
CcC 21 12 13
CT 13 21
TT 2 1
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Individuals with positive family history of

women’s cancer (breast/ovary/uterus/cervix)

cC 26 16 16
CT 24 2 23
TT 4 8 3
Individuals with positive family history of

gastro-intestinal tract cancer

(oral/throat/stomach/liver/intestine/colorectal/

pancreas/esophagus/gold

bladder/pharynx/bile duct)

cC 22 15 15
CT 14 4 18
TT 4 2
Paternal smoking

Individuals with history of paternal smoking

cC 23 46 23
CT 20 13 25
TT 5 17 2
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Individuals with history of paternal smoking

and family history of cancer

cC 14 25 15
CT 12 4 17
TT 3 2
Parental smoking history

Individuals with positive history of maternal

smoking

CC 12 25 10
CT 11 13 15
TT 2 9 2
Individuals with history of maternal smoking

and family history of cancer

cC 9 10 5
CT 7 7 11
TT 1 6 2
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3. CONSIDERACOES GERAIS

Existe evidéncia de uma relacdo entre fissuras de labio e/ou palato e
cancer, no entanto ainda permanece obscuro o papel exato que fatores comuns,

ambientais e genéticos, exercam na etiologia dessas condicdes (87).

O presente estudo avaliou a frequéncia de cancer em pacientes com
fissura de labio e/ou palato e seus familiares, comparando-os com pacientes nao
portadores dessa condicdo e sem histérico de fissura, testando dois SNPs de
genes envolvidos em processos de cancer, o mTOR rs1010447 e o IREl
rs196929.

Embora tenhamos incluido na amostra dos fissurados pacientes
portadores de sindromes, como Van der Woude e Pierre Robin, as quais
apresentam um traco de heranca geneticamente mediado e parecem ter uma
maior tendéncia a céancer, nossos achados néo diferiram quando comparados
pacientes ndo sindrémicos fissurados e com sindrome porque eram poucos casos
(Tabelas 3, 4) (88).

Resultados do nosso estudo ndo demonstraram maior frequéncia de
cancer entre os fissurados e o grupo ndo afetado, nem entre os familiares dos
fissurados e o grupo ndo afetado. Na verdade, o relato de histéria de cancer foi
maior no grupo de comparacado estudado, indo contra a maioria dos achados ja
descritos na literatura, que indicaram historia de cancer mais frequente em
familias de pacientes com fissura (26,55,61,70,89). Importante ressaltar que
comparando o numero de relatos de cancer entre fissurados e seus familiares,
houve um maior nimero de casos nos fissurados, o que provavelmente é
atribuido a histéria do outro lado da familia ndo entrevistado. Alguns autores
corroboram os nossos achados por ndo encontrarem aumento da frequéncia de

cancer em pacientes com fissura e seus familiares (62,87) (Tabela 4).

Outros pontos a serem considerados, uma vez que fatores ambientais
podem estar associados a frequéncia de cancer e fissuras, sao a idade dos pais
ao nascimento e o hébito de fumar dos pais (5,37,38,48,51). Quando

comparamos a idade da mae e do pai ao nascimento observamos que, embora a
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média de idade entre o0s grupos tenha tido diferencas significativas
estatisticamente, a diferenca nominal era de aproximadamente um ano. Também
verificou-se diferenca significativa entre o fumo do pai e a presenca de variagao
de IRE1 rs196929 entre os grupos de fissurados e parentes (p= 0.0007) e
familiares e individuos ndo afetados (p= 9.0E-5). Essa diferenca foi encontrada
também para a historia de fumo da méae e variacdo em IRE1 rs196929 entre os
grupos de familiares e individuos ndo afetados (p=0.00005) (Tabela 2). No
entanto, ndo foram observadas diferencas quando avaliadas por tipo de fissura
(Tabelas 9,10).

A contribuicdo do estresse do RE para o desenvolvimento de
transtornos relacionados ao tabagismo tem sido cada vez mais apreciada. A
fumaca do cigarro contém uma mistura complexa de mais de 7000 componentes
potencialmente perigosos incluindo oxidantes, aldeidos, hidrocarbonetos
aromaticos. Essas moléculas podem danificar proteinas, lipidios e acidos
nucléicos. Neste contexto, respostas adaptativas funcionais séo criticas para
proteger as células de compostos téxicos do fumo. A evidéncia acumulada indica
gue os extratos de fumaca induzem o estresse do RE e as mortes celulares em

células epiteliais do pulméao, células inflamatoérias e outras (90-92).

O mTOR é associado a problemas importantes na cavidade oral, como
carie, doencas periodontais e 0sseas e, também esta relacionado ao céancer
(71,74,79). No entanto, escaneamento do genoma nao demonstrou ligagédo ou
associacdo de IRE1 ou mTOR com fissuras orofaciais (93-95) e, no nosso estudo,

nao demonstramos variacées no mTOR nos grupos estudados (Tabelas 8,9).

A limitacdo mais frequente encontrada em estudos que avaliaram a
associacao entre fissura labial e palatina com cancer € a informacao sobre cancer
ser autorreportada. Mesmo com essa limitagdo nossos achados demonstraram
maior relato de heranca de cancer feminino (mama, colo do Utero e ovério) e do
trato gastrointestinal entre os pacientes fissurados. Também conseguimos
verificar essa frequéncia entre os tipos de fissuras FL, FLP e FP (Tabelas 2, 5-7,
10).

Dados de um estudo realizado em Pittsburgh, EUA, também mostraram

gue familias com individuos nascidos com FLP relatam cancer de mama e color-
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retal com mais frequéncia do que familias sem bebés nascidos com defeitos
congénitos, incluindo fendas orais (64). Ja Dietz et al. (87) analisaram o risco de
cancer de mama em familias com FLP, mas eles ndo conseguiram confirmar um
aumento geral no risco de cancer de mama entre mulheres de familias com

fendas.

Avaliando-se a frequéncia de fissuras em pacientes portadores de
leucemia, Martelli et al. (62) ndo observaram aumento na frequéncia de fissuras
orais em pacientes portadores de leucemias. Zhu et al. (70) relataram um risco
aumentado de linfoma e leucemia que também foi demonstrado por Dias et al (96)
recentemente, verificando que a frequéncia de fendas orais nédo sindrémicas
aumentou no primeiro grau de familiares de pacientes com leucemia linfoblastica
aguda. No entanto, Goncalves et al. (97), avaliando o risco de leucemia em
familiares de primeiro grau de pacientes com fissura labiopalatina, néo

observaram aumento na frequéncia de leucemia.

Taioli et al. (61) identificaram maior risco de fissura oral em
sobreviventes de cancer com uma possivel associacdo preferencial para cancer
testicular, melanoma e colon-retal. Cardoso et al. (98) ndo encontraram aumento
de fissuras em pacientes portadores de cancer gastrico, diferentemente de um
estudo de caso controle realizado no Paquistdo no qual ter historico de cancer na
familia foi associado, independentemente, a 5,19 vezes maior chance de a

crianca nascer com FLP (89).

Um dado deste trabalho que chama a atencéo € a historia de fissura
relatada entre os pacientes e parentes de fissurados. Aproximadamente 50% dos
pacientes portadores de algum tipo de fissura apresentava outro parente com o
mesmo defeito (Tabela 1). Esse dado nos fez verificar se a histéria provinha mais
do lado paterno ou materno. Dentre os pacientes com fissura, encontramos que
61 casos tinham histéria materna e 52 dos fissurados tinham historia de fissura da
familia do pai. Dado semelhante foi encontrado no trabalho de Fogh Andersen
(10) onde ele estudou heranca de fissuras de labio e palato em 498 pacientes e
verificou que a maioria daqueles que obteve dados da origem da fissura, a
mesma segregava mais pelo lado materno. Além disso, também coletamos dados

de consanguinidade dos pais dos fissurados e observamos que aproximadamente
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22 (7,3%) apresentavam algum grau de parentesco, diferentemente de estudos
realizados em algumas regides do mundo, como na Palestina onde o casamento
consanguineo é comum, e o histérico familiar positivo de fenda maior (cerca de

60% de fissuras em casamentos consanguineos) (99).

A faixa etéaria foi diversificada entre os grupos estudados. Individuos
nado afetados eram mais jovens do que os demais grupos e € valido ressaltar que
52 dos 303 portadores de fissura de labio e/ou palato eram menores de quatro
anos. Talvez essa idade jovem seja um fator relevante quando do relato de
cancer, ja que a chance de ter cancer aumenta com a idade e os parentes dessas

criangas ainda séo relativamente jovens (Tabela 1, 6).

Quanto ao sexo nossos dados sao similares a frequéncia mundial que
aponta maior numero de casos do sexo masculino (N=168) (14,15) e, entre os
tipos de fissuras estudados, o mais encontrado na populacdo analisada foi a FLP
(N=215). Vale ressaltar ainda que, embora tenhamos avaliado os resultados dos
pacientes com fissura considerando o tipo de fissura acometido por eles, os

valores encontrados ndo demonstraram diferenca significante (Tabela 1,6).

N&o conseguimos coletar a idade de inicio do cancer, o que torna
impossivel determinar se familiares ou individuos nascidos com fissura
desenvolvem cancer em idades anteriores a do grupo ndo afetado, o que

corresponde um fator limitante desse trabalho.

Embora ndo tenhamos achado um aumento da frequéncia de cancer
em familias de pacientes com fissuras de labio e/ou palato, € importante destacar
0 papel que os SNPs estudados desempenham no organismo. Sabe-se que o
IRE1 esta envolvido com varias doencas de armazenamento, incluindo uma série
de processos neurodegenerativas e cancer. Além disso, sua contribuicdo
mecanicista em doencas esqueléticas genéticas associadas com anormalidades
das placas de crescimento e nanismo € considerada (100). Tem-se ainda, tentado
demonstrar o papel da via IRE1-XBP1 como opc¢ao terapéutica para alguns tipos

de cancer tais como carcinoma de células escamosas oral e mama (76,101).

Por sua vez, o mTOR é fundamental na regulacdo de varios processos

celulares que séo criticos para a tumorigénese (a ativagdo do mTOR promove o
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crescimento de tumores e metastase ja que participa na regulacdo de
crescimento celular, proliferacéo e sobrevivéncia além de ser um mediador chave
para a sintese e crescimento de proteinas) e de vias de sinalizacdo envolvidas em
multiplas patologias incluindo diabetes, cancer, processos degenerativos, bem
como em alteracbes causadas por osteopenia, osteoporose e problemas
periodontais (82,101-103).

Outrossim, vale salientar que o presente estudo buscou associar um
SNP especifico do mTOR (rs1010447) o qual ndo demonstrou ligagdo/associacao
com fissuras e/ou cancer, no entanto, por saber-se que o mTOR tem sido
relacionado com cancer na literatura, inclusive sendo propostos mecanismos de
inibir a acdo desse gene (inibidores de mMTOR) para assim viabilizarem o
tratamento dessa patologia, € importante verificar uma possivel relacdo dos
mesmos com fissuras (72,73,104,105). Nossos achados séo pioneiros ja que nao

existem dados avaliando esses dois SNPs especificos com cancer e fissura.

Assim sendo, correlacionar cancer e FLP com polimorfismos pode nos
auxiliar a compreender melhor os mecanismos que envolvem esses processos
permitindo num futuro proximo propor medidas de aconselhamento genético

eficazes na reducéo dessas patologias.
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4. CONCLUSOES

Familias de pacientes com fissura de labio e/ou palato apresentaram
menor frequéncia de cancer em relacdo a populacdo em geral. O polimorfismo no
MTOR rs1010447 ndo se mostrou associado com a frequéncia de cancer nos
pacientes avaliados, e a via de estresse IRE1-XBP1 é uma possivel explicacdo
para razao pela qual o cancer é relatado com maior frequéncia em familias que

tiveram um filho nascido com fissura labiopalatina.
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ANEXO Il
METODOLOGIA

e Consideracdes éticas:

Respeitando as diretrizes e normas que regulamentam as pesquisas com
seres humanos, de acordo com a Resolucéo n° 466, de 12 de dezembro de 2012,
do Conselho Nacional de Saude, o presente estudo foi submetido a avaliacdo do
comité de ética em pesquisa em seres humanos do Hospital Universitario Lauro
Wanderley — HULW, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (parecer n°
03829018.1.0000.5183) e da Universidade de Pittsburgh (USA) (parecer n°
18100093) onde foram aprovados para realizacéo da pesquisa.

Os pais ou responsaveis pelos voluntarios menores de 18 anos que se
dispuseram a participar da referida pesquisa assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), bem como todos os participantes.
Além disso, foram submetidos a um Termo de Assentimento os maiores de 06

anos e menores de 18 anos.
e Universo amostral, caracterizacdo e tamanho da amostra:

O universo foi composto por todos pacientes e familiares de portadores de
fissuras labiopalatinas tratados no Servico de Fissuras Labiopalatinas do Hospital
Universitario Lauro Wanderley — UFPB, Jodo Pessoa-PB; bem como de pacientes
atendidos no Setor de Odontologia do Centro de Referéncia de Atencdo a Saude
(CRAS), Campus |, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sendo esses

ultimos alocados no grupo de comparacao da pesquisa.

A amostra foi composta por um total de 836 pacientes, sendo 303
fissurados tratados ou em acompanhamento pos-tratamento no Servico de
Fissuras do Hospital Universitario Lauro Wanderley — UFPB, Jodo Pessoa — PB;
256 familiares de cada paciente fissurado, sendo a grande maioria, as maes
desses pacientes; e, para constituir o grupo de comparacao de pessoas nascidas
sem fissura oral, participaram da pesquisa 277 pacientes atendidos no
CRAS/UFPB.
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Céalculos de poder estatistico sugeriram que esse tamanho amostral teria

poder suficiente para detectar diferencas de frequéncia entre os dois grupos.

e Critérios de elegibilidade

— Os individuos incluidos na amostra foram aqueles que concordaram fazer
parte da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

— Foram excluidos aqueles que ndo responderem completamente a

entrevista ou se recusaram a ter a saliva coletada.

e Coletados dados

Os dados da pesquisa foram coletados por meio de uma entrevista
realizada pela pesquisadora utilizando como instrumento norteador, um
guestionario formulado com perguntas referentes as condicbes estudadas
(histéria de cancer, casos de fissura na familia), bem como fatores demogréaficos
como sexo, idade. Pacientes e familiares tratados ou em acompanhamento pos-
tratamento no Servico de Fissuras do Hospital Universitario Lauro Wanderley —
UFPB, Jodo Pessoa-PB foram convidados a participar. Todos receberam uma
explicagéo a respeito da pesquisa e a partir do aceite, foi realizada a coleta das

informacoes.

A coleta das informacdes do grupo nao afetado por fenda oral, constituido
por pacientes atendidos pelo Centro de Referéncia de Atencao a Saude (CRAS),
Campus |, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), foi realizada de forma
semelhante, ou seja, aqueles pacientes que desejaram participar da pesquisa,
apos prévia explanacdo da mesma e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), foram entrevistados pela pesquisadora, respondendo

a questionamentos idénticos ao grupo anterior.

Além disso, realizou-se a coleta de saliva de todo grupo estudado a fim de
genotipar polimorfismos dos genes IRE1 (rs196929) e mTOR (rs1010447), para
testar associacdo com o defeito. Para cada pessoa, pediu-se que excretasse 4
mL de saliva, coletando-a em um frasco coletor com tampa, que foram

congelados e mantidos em refrigeracdo a -20 graus para posterior extracao e
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guantificacdo do DNA. A genotipagem foi realizada pelo método Tagman (99) com
um instrumento automatico QuantStudio 6 Flex e sondas pré-projetadas (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). No caso dos bebés e daquelas criangas que
ainda ndo conseguiam excretar a saliva, foi colocada esponja na cavidade oral
afim de que a mesma absorvesse a saliva e, assim, a mesma fosse despendida

em frasco coletor até que se atingisse os 4 ml de saliva necessarios.
e Analise estatistica dos dados:

A diferenca na frequéncia de alelos e gendtipos foi realizada utilizando o
pacote estatistico PLINK e os dados demogréficos foram analisados pelo teste

qui-quadrado e exato de Fisher considerando significante valor de p<0,05.
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9.

ANEXO Il
RESPOSTA DAS SOLICITACOES DA BANCA DE QUALIFICACAO

Comentarios/Sugestdes Prof.2 Dra. Karina Gottardello Zecchin

Pagina 19 orientacdo verbal do orientador (é informal: de repente colocar
como dados nao publicados): Entendemos que a comunicacao verbal ja é
comum inclusive em artigos e por se tratar de assunto relevante,
resolvemos manté-la.

Pagina 20 “In vitro” colocar entre aspas: foi realizada a correcéo.

Na introducéo justificar a escolha dos genes: foi feita justificativa.

No artigo sO ter mencionado IRE1 e néo falar do mTOR: decidimos por
explorar os resultados do mTOR na dissertacéo.

Revisar formatacdo de referéncias: foi realizada e estdo de acordo com a
norma da pos-graduacdo a qual instrui que as referéncias deverdo ser
baseadas no formato desenvolvido para referéncias da area biomédica
pelo International Committee of Medical Journal Editors (2006). Este grupo
estabeleceu diretrizes em que foram incluidos os formatos de referéncias
desenvolvidos pela National Library of Medicine.

Explicar com mais detalhes o grupo controle: foi realizada adequacéo na
introducéo.

Tabela de cancer, colocar em ordem de frequéncia decrescente para 0s
tipos de cancer: foi realizada alteracao.

Curiosidade, separar nao so6 pelo local do sitio primario do tumor mas por
grupos (ex: carcinomas x adenocarcinomas x hematopoiéticos x sarcomas,
etc): Esse tipo de analise ndo foi possivel uma vez que os dados do
trabalho ndo a permitem.

Correlacao entre fumo e IRE 1: foi realizada na discusséao.

10. Concluséo, revisar quanto ao mTOR: a concluséo foi reescrita.

11.Referéncia 53, substituir “corn” por “born”: referéncia corrigida.

1.

Comentarios/Sugestdes Prof.° Dr. Paulo Rogério Ferreti Bonan
Modificar o titulo alinhando com o objetivo principal e concluséo: alteracédo

do titulo realizada.
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Resumo longo, explicar as siglas: realizaram-se modificacfes no resumo.
Por que esses genes foram escolhidos como alvo e ndo outros
relacionados a carcinogenese? Foi melhor detalhado o porqué de estudar
esses genes especificos na introdugéo.

Refrasear incluindo que foi uma avaliagdo dos ascendentes de pacientes
fissurados: no resumo ja contemplava a informacdo de se tratar de
ascendentes, especialmente, das maes dos pacientes fissurados.
Refrasear o objetivo do artigo: alteracéo realizada.

Tabela de céncer, distincdo entre primarios e metastaticos: dados do
trabalho ndo nos permitiram realizar essa alteracao.

Incluir os dados estatisticos na tabela 2 do artigo: o artigo ja havia sido
submetido.

Refrasear a concluséo: foi realizada alteracéo na concluséo.

Comentérios/Sugestdes Prof.° Dr. Ricardo Dias de Castro

Na metodologia realizar detalhamento do grau de parentesco entre
fissurados e familiares: foi realizada corre¢ao.

Tabelas com informagbes sobre “género” melhorar a formatagdo: foram
realizadas as alteracgoes.

Em relacdo ao fumo, quais as outras substancias contidas que poderiam
estar envolvidas: foi melhor explicado nas consideragdes gerais.

Objetivo especifico remover a palavra "risco” substituindo por chance: foi
realizada alteragao.

Indicar no final da introducdo onde os dados do mMTOR estardo
apresentados: foi realizada alteracao.

Melhorar o titulo da tabela 2: artigo ja havia sido submetido.

Melhorar a discusséo do artigo: foi realizado ajuste na discusséo do artigo.
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ANEXO IV
ANUENCIAS DOS LOCAIS DO ESTUDO

EGSER AT
e

SERVICO PURBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY
Campus |, s/n° Cidade Universitaria 58051-900 Jodo Pessoa - PB

CARTA DE ANUENCIA SERVICO DE FISSURADOS HULW

Declaro que, asutorizo ¢s pesquisadores lonana Oliveira de Assis, Alexandre Rezende
Vieira, Ricardo Dias de Castro periencentes a0 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO DE
ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA (PPGO/UFPB) e Rosa
Helena Wanderley Lacerda pertencente ao SERVICO DE FISSURADOS DO HOSPITAL
UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY/UFPB desenvolvam a pesquisa intitulada
CANCER EM FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LABIAL E/OU PALATINA sob a
orienagdo do professor DR ALEXANDRE REZENDE VIEIRA vinculado ao Programa Pds-
Graduago de Odontologia da Universidade Federal da Paraiba (PPGO/UFPB) do Centro de
Ciéneias da Saude (CCSUFPB).

Ciente dos objetivos, métodos e téenicas que serfio utilizados nessa pesquisa, concordo
em fornecer todos os subsidios para seu desenvolvimento, desde que seju assegurado o
cumprimento das determinagdes éticas contidas nas resolugdes brasileiras, a exemplo da
Resoluglio ONS n° 466/2012; a garuntia de solicitar ¢ receber esclarecimentos untes, durante ¢
depois do desenvolvimento da pesquisa, sempre que se fizer necessano; de que nSo haverd
nenhuma despesa para esta instituiglio decorrente da participacio nessa pesquisa; E, no caso do
niko cumprimento dos itens acima, a liberdade de retirar esta anuéneia a qualquer momento da
pesquisa sem penalizacio alguma pars instituigio,

O referide projeto serd realizado no Servigo de Fissums Labiopalatinas do Hespital
Universitario Lauro Wanderley/UFPB, bem como no Centro de Referéncia ¢ Atenglio 4 Sadde -
CRAS/UFPB, ¢ 36 poders ocorrer somente & partir da aprovagio do Comué de Etica ¢m
Pesquisa do HULW,

Jolo Pessoa, 2% de wogyatwas  de20 8
Pasdo 2

Paufo Germano €Cavalcanti Furtado
Chefe do Servigo de Fissurados HULW/UFPB

61



UFPB
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE REFERENCIA DE ATENGAO A SAUDE - CRAS

CARTA DE ANUENCIA INSTITUCIONAL

Declaro que autorizo os pesquisadores lonaria Oliveira de Assis, Alexandre
Rezende Vieira, Ricardo Dias de Castro pertencentes ao PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM ODONTOLOGIA DA UNIVERSIADADE FEDERAL DA PARAIBA
(PPGO/UFPB) & Rosa Helena Wanderley Lacerda pertencente ao SERVICO DE
FISSURADOS DO HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY/UFPB
desenvolvam a pesquisa intitulada CANCER EM FAMILIAS DE PACIENTES COM
FISSURA LABIAL E/OU PALATINA sob orientaco do professor Dr. ALEXANDRE
REZENDE VIEIRA vinculado ao Programa de Pos-Graduagdo em Odontologia da
Universidade Federal da Paraiba (PPGO/UFPB) do Centro de Ciéncias da Salde
(CCS/UFPB).

Ciente dos objetivos, métodos e técnicas que serdo utilizados nessa pesquisa,
concordo em permitir acesso aos dados e informagdes necessarias para seu
desenvolvimento, desde que seja assegurado o cumprimento das determinagdes éticas
contidas nas resolugdes brasileiras, a exemplo da Resolugdo CNS n° 466/2012; a
garantia de solicitar e receber esclarecimentos antes, durante e depois do
desenvolvimento da pesquisa, sempre que se fizer necessario, de que nao havera

nenhuma despesa para esta instituigdo decorrente da participacio nesta pesquisa; e, no'

momento da pesquisa sem penalizacdo alguma para instituigdo.

O referido projeto sera realizado no Servigo de Fissuras Labiopalatinas do Hospital
Universitario Lauro Wanderley/UFPB bem como no Centro de Referéncia de Atengao a
Salde — CRAS/UFPB e sé podera ocorrer somente a partir da aprovagao do Comité de
Etica em Pesquisa do HULW.

Jo#io Pessoa, 3 ¥ ﬂ/y‘t/c‘fw fw de204f

A.//lw'{é/’\

MARIA LUQI_gNEJNANBEhLEY ALVES
—e=Coordenadorado CRAS

Maria Luciene Wanderley Alves
Coordenadora o CRASUFPR
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ANEXO V
APROVACAO DO COMITE DE ETICA

( := UFPB - HOSPITAL
- UNIVERSITARIO LAURO W"‘“

mARmIE WAMNDERLEY DA

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDS DO PROJETD DE PESGUISA

Tifule da Pesquiza; CANCER EM FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LASIAL EMNDU PALATIMNA
Peaquisador: [CHARLA DLIVEIRA DE ASSIS

Area Tematica:

Viarsdo: 2

CAAFE: DEE5250148.1.0000.5183

Instttulco Proponsnis: Hospitsl Unhersitano L Wandaney UFRS

Patrocinador Princpal: Financiamemo Progro

DADDSE DO PARECER

Himere do Parecer: 3.149.6855

Aprasentagio do Projeto;

Tralz-se de um estudn @0 tipo coone obsenadonal descritivo, de caraler longiudnal 3 ser desenvolvido
pela aluna lonaria Oilvelra de Assis, oo Programa de Pés Graduagio em Odoniologla do CSS/UFPE, sob
ofentagdo 4o Prof. Dr. Alexandre Rerende Visia e coorentacao do Prof.Dr. Ricardo Dias de Castro. A
AMOsia Gerd COMposta par aprmdimadaments 377 pacentss, 0 que Inclul 200 &m fraEmento & 77 que
comespondem a uma estimativa de paclentes nowos por ano que bussam tratamenio, tratados ou em
acompanhamenio pie-tratamento no Servigo de Flssurados do Hospital Unheersitano Lawno Wanderey —
UFPE & um dos 5eUs acompanhanies, Dem como 0e pacientss atendidos no Setor de Cdontologla do
Cento de Referencia de Atengo 3 Saode [CRAS), Campus |, da Universidade Federal da Paralia (UFPE),
s2ndo e6586 UHMos alocatos no grupo controle da pesquisa. Serdo excluldos aqueles que ndo
responderem completamente 3 entrevista ow se recusem a fer a sallva coletada. O dados da pesquisa
serfo coletados por melo de uma entrevista realizada pela pesquisacora que ulllizars um guestionans
fomulado com perguntas referentas 35 condpfes estudadas (fendas omfacials e cancer), bem coma Talores
demograticos comD 52xD, idade, consanguinidade familar. Alem disso, far-se-3 a coiela de salva de todo
O estudado a fim de genolpar manadares andnimos a0 longo 4o genoma, pars tesiar as60Ciaio com
0 defeltn. Para cada pessoa, S8 padird que axcrete 4 mi de sallva, coletando-a em um frasco eolebor com

tampa, que serio congelados & mantidos em refigeracdo 3 -20 graus pars

Enderet:  Hocdal Linfoerabhfo Launs Watdefey - 2= amder - Careus | - UFFE

Bairro U obachn Urrenssilinle CEP: & (S0
UF: PE Munkspla: JOAD PESE0A
Tebelome B Ty Faz: (B3NS TSE2 E-mall: cormiledeeton ubv30 B gl om
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( — UFPB - HOSPITAL
- UNIVERSITARIO LAURO m“"’l"
s s WANDERLEY DA

Confmesgie 42 Pemecar 11400000

posiefor eXiracao @ quanificacdo do DMNA por teonicas cOMVENGoNals. Mo c350 005 Delds & daguelas
criangas que ainda ndo consequem excretar 3 salva, 5203 colocada espona na cavidade oral afim degue 3
mesma absorva 3 salva e, assim, e553 serd despendlta em fraseo colelor ate que 52 atinja os £ ml de
sdlva necessanos.

Oijetivo da Pesqulsa;

Ctjetvo Primana:

Avallar a frequencla de casos de cancer em familias de pacientes com fissuras orofacials, aendidos no
Hospital Universitano Lauro Wanderiey, UFPE, em Jodo Pessoa-PH

Obietvo Secundario:

Comgarar a frequencia de cancer em famlillas do grupo de paclenies dlagnosticados com fssura
labiodpalating e do grupo de pacientes nio Nesurados; Associar tatores demogratcos & amblentais com fsco
de fissuras orofacials e cancer;Associar gendtinos de maradonss andnimos 30 longo do genoma com fsco
de fissmuras orfadias e caAncer.

Avallagso dos Riscos & Beneficlos:
RisCoE

O risco principal na participagio dessa pesquisa & o Msco de se parder o anonlmaio em partidpar. Para
minkmizar esse rsco, ndos o5 dados serd0 coistados em documenios que ficardo Tancados no Senico oe
Flssuracos do Hoephial Universitano Laurn Wandssiey — UFPE, Jodo Pessoa-PE em um fichans mantido
f=chado & chave em uma sala de resiriin acesso. Todas as versdes eleininicas dos dados dos pacientes
56750 Manidas em anquivos protegidos Ccom s2nha, Mantidos em COMpUEdor de acess0 Nestiin, ambam
PrOtEgOD por sEnna,

& manido em esaiitro fechado a chave em local de ac=ss0 resiriio.

Eeneficios:

Identificar fatores geneticos que estelam relaclonados 3o risco de cANcer & presena de fssuras orals
poderd permitir o desanvolvimenio de estratagias & uma abordagem preventva na kentficagio de grupos
de risco. ASEim sendo, © presante trabaiho tem como finalldade contribuir para a realizaglo de estudos
populacionals malores gue Investiguem a as500i3ci0 entre fIssUras & cancer, a fim de escarscer 2853

Inferatvidads e permitir projetos preventtvos em portagones dessas condigles,

Comentarios e Conslderagiies sobre a Peaquisa:
& pesquisadora f=z adequaches no protocoio de pesquisa corforme solicitado em parecer emitido

Erchareges:  Hosigolial Uiobeerh o Lsons Wa raletey - 2 andel - Cameus | - UFPE

Baino, O Lskeesiinia CEP: &3 (iEQu G0
LF: PE Munssipla:  JOS0 PESSDS
Telelone: 2y o Toey Fax: [BEE18-TEEY E-mail. culederbon FubeC0 1B e o

il S oE 00
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- UNIVERSITARIO LAURO %ﬁm
e WANDERLEY DA

Confrusclo do Fersosr: 31458855

anteriormente por ests CEP. Apas adequacies, a proposta esta adequadamente elagorada = permits fecer
Juljamenios concementes a0 aspectos alicos/metodolégicos envolvides, conforme diretrizes contidas na
Resolucdo 4562012, do CHEMS.

Conslderagias sobre 0@ Tarmos de apressntagdo obrigataria:
Foram apreseniados possibitando adequada avallacio no que g2 refere 305 aspectos SHcos &
metodoidgieos.

Recomandaghes:
{04 pesgulsador(a) responsavel & demals colaboradores deverdo MANTER A METODOLOGIA
PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW.

Conclusdes ou Pendénclas & Lisia de Inadequagies:

O projeto apresenta aspectos éllcos/metodologieos conforme diretrizes contidas na Resoucdo 466/2012, do
CHSMS. Diante oo exposto, 50M0s de parecer favordvel 3 sua execucdo.

Conslderagdes Finals a critérlo do CEP:

Ratficamos o parecer de APROVAGAD do protocoio de pesquisa, emitkdo pelo Coleglato g0 CEPHULW,
2m rewnldo ordindra realizada em 12 de feversim o2 3019,

'DEEEF:UHQﬂ-ES IMPORTANTES PARA O(5) PESQUISADORES

.0 partkzlpants da pesgulsa eou s2U respansavel legal devera receber Uma via @0 TCLE na Integra, com
assinatura do pesquisadar responsavel & do parlicipante efou responsavel l2gal. Se o TCLE contiver mals
de uma folha, todas devem ser nubricadas & com aposlgdo de assinatura na uitima folha. O pesquisador
devera manier em sua guarda uma vla do TCLE assinado pelo particlpante por cinco anos.

. O pesquisador devera desenvalver 3 pesquisa conforme dellneamento agrovado no profocolo de pesquisa
2 5b descontinuar o estudo somente apds analise das razles da descontinuidade, pelo CEP gue o aprovou,
aguardando 58U parecer, exceio guando perceber fsco ou dano ndo previsto ao sujelto particlpante ou
quanda constatar a superioridade de regime oferecido a wm dos grupos 43 pesquisa que requeliam agdo
Imadiata.

Lembramos que & de responsabliidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesquisa sera
realizada oferega condigdes plenas de funclonamento garantindo asslm a seguranga & o bem-esiar dos
particlpanies da pesquisa @ de qualsquer outres envolvidos.

Eventuals modficacles ao protocolo devem ser agpresentadas por mels de EMENDA ao CERHULW de
forma clara e sucinia, ientificando a parte do protocolo & ser modificada e suas |ustfcativas.

0 pesquisador deverd apresentar o Relattrdo PARCIAL EfCU FINAL ao CERTHULW, por meln ge

Emedersgoc  Hospinl UniversEano Laum Wanderey - 2% andar - Camps |- USFEL

Balmo:  Cldade Universitara CEF: cgnss-s00
uF: P2 Hunioiplo:  JOAD FEESOA
Tedefone: [B¥)ITIE-TIES Fax: ([BIIANETEE E-mall: comibedesbica Fuw2l1SSgmal.com
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= UNIVERSITARIO LAURO {W
A WANDERLEY DA
Contrusclo do Perscer: 3148855
NOTIFICAGAC oniine via Prataforma Brasll, para APRECIAGAD & OBTENGAC ¢a Cerigdo Definitva por
este CEP. Informamos gue gualguer EH:EEPQD nao projeto, dficuldades, assim como 05 eventos adversos

deverin ser comunicados 3 este Comig de Etlca em Pesquisa atraves do Pesguisador responsavel uma
WEZ QUe, apis aprovacio da pesguisa o CEP-HULW toma-se co-responsdval.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo ralaclonados:

Tipo Documenio Arquivo Fostagem Auior SHuacan
Informagies Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS DO_P | OWD1/2019 Ac=ltg
@0 Projeto ROJETO 1257028 pdl 13:40:53
Qrgamenio Cnzamento.docy 050172019 [IDNARIA OLIVEIRA | Ac2io
183:34:52 |DE ASSIS

Projetn Detaihato ! |PROJETOCORRIGIDO Socy 050172019 [IDNARIA OLIVEIRA | Ac2io

Brochura 13:31:2% |DE ASSIS

[

Parecer Anterior PARECER3OTE19E. pdf D% 01/2019 [ICHARIA OLIVEIRA | Aceito
13:28:58 | DE ASSIS

Recursd Anexado CARTARESPOSTA.pIf D2 01/2019 [ IDMARILIA OLIVEIRA | Acsito

| p2lo Pesquisamar 132700 |DE ASSIS

Folha de Rosto ROSTO. pdf D% 01/2019 [ICHARIA OLIVEIRA | Aceito
1815114 | DE ASSIS

Cronograma CRONCGRAMA SOCK D4:01/2019 [ ICHARIA OLIVEIRA | Aceito
12:33:16  |DE ASSIS

TCLE / Termos de | Termoudock 021272018 [ICHARIA OLIVEIRA | Aceito

Assentimento | 13:01:535 |DE ASSIE

Justificativa ge

EHEleF]

Declaragdo e anuencla.pdf 021272018 [ICHARIA OLIVEIRA | Aceito

Instiulicdo & 17251:26 |DE ASSIS

Infragsirutura

Sltuagdo do Parecer:
Aprovado

Mecesalta Apreciagio da COMEP:
MNaD

Emsdersga:  Hospial UniversEana Laurn Wandensy - 2% andar - Campus | - USFE.

Balmo:  Cidade Universitara CEF. =goss-s00
UF: P2 Eunioiplo:  JOAD PEEROA
Tedefone: 53325755 Fax-  [B3)3Z1E-T522 E-mall: comiedesbca Fuiw2d 1SS mall.com
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Confrusgio do Ferscer 31465855

JOAD PESS0A, 15 de Feversiro de 2019

Againado por:
MARIA ELIANE MOREIRA FREIRE
{Coordenadorfa))

Emsderngo:  Hospial UniversEdno Laum Wanderey - 2° andar - Campus |- USFEL

Balra:  Cidade Universiara CEF- cgpss-s00
uF: P3 Munloiplo:  JOAD FEESOA
Tedefone: 533095754 Fax- (B3} 3ZAETEZD E-mall combedestica Fasw 155l oom
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TABELAS

Tabela 3. Sindromes

APENDICE |

Fissurados

Sindrémicos

T
—

FLP

FP

Cancer

Van der Woude

Pierre Robin

Autismo

Down

Arnaud Chiari

Hidrocefalia

Microssomia hemifacial

Perda auditiva/defeito palpebral

Polidactilia e Ma formacdo na méao

Encefalocele/microcefalia

RN R R R R RN Ao

| N O] | | P P N O] 0

R R R o O B R R R b

Total

23

N O O k| O] O] O] O] O Of B~

|_\
\l

Al Ol Ol O O] O] ©O] ©] ©| | O

[EEN
o
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Tabela 4. Histéria de Cancer por grupo.

Frequéncia de

Grupo Cancer Total p valor cancer
SIM NAO Unico Mltiplo
Fissurados 179 (59,1%) 124 (40,9%) 303 Fiss x Fam p= 0.02506 127 52
NS: 168 NS: 111 Obs: p=0.013744 (70,9%) | (29,1%)
(93,9%) (89,5%) excluindo-se fissurados
S: 11 (6,1%) S: 13 (10,5%) com sindrome
Familiares 127 (49,7%) 129 (50,3%) 256 Fiss x Cont p= 0.16995 96 31
Obs: p=0.0.283521 (75,6%) | (24,4%)
excluindo-se fissurados
com sindrome
Controle 179 (64,6%) 98 (35,4%) 277 Fam x Cont: 0.000462 124 55
(69,3%) | (30,7%)
Total 485(58,0%) 351(42,0%) 836 347 138
(71,5%) | (28,5%)

Legenda. S: Sindrémicos; NS: N&o Sindréomicos.
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Tabela 5. Histéria de Cancer por tipo de fissura.

Frequéncia de

Fissura Cancer Total p Valor cancer
Sim Nao Unico | Mdltiplo
FL 30 22 52 FL x FLP 18 12
(57,7%) (42,3%) p=0.7609 (60%) (40%)
FLP 129 86 215 FL x FP 95 34
(60%) (40%) p=0.84229 (73,6%) | (26,4%)
FP 20 16 36 FLP x FP 14 6
(55,6%) (44,4%) p=0.61531 (70%) (30%)
Total 179 124 303 127 52
(59,1%) (40,9%) (70,9%) | (29,1%)
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Tabela 6. Dados demogréficos por tipo de fissura.

Fissuras FL FLP FP
N 52 (17,2%) 215 (70,9%) 36(11,9%)
Sexo F 23 94 18
(44,2%) (43,7%) (50%)
M 29 121 18
(55,8%) (56,3%) (50%)
Média de Idade
(em anos) 10,46 13,99 5,5
Histéria de fissura na familia Sim Nao Sim Nao Sim Nao
26 25 110 103 15 20
Idade do pai ao hascimento 30,64 29,50 29,42
(média em anos)
Idade da mae ao 26,52 25,53 26,47
nascimento (média em
anos)
Fumo paterno Sim N&o Sim Nao Sim N&o
6 43 59 147 9 26
Fumo materno Sim Nao Sim Nao Sim Nao
6 45 28 187 2 33
Historia de cancer feminino N=16 N=54 N=10
(mama, Utero, ovario)
Historia de cancer TGI* N=14 N=37 N=10
Fumo do pai e histéria de N=3 N=37 N=5
cancer
Fumo da mée e historia de N=3 N=19 N=1
cancer

*TGI: boca, garganta, faringe, esdfago, estbmago, intestino, ductos biliares, vesicula, figado, pancreas e reto.



Tabela 7. Distribuicdo da frequéncia de cancer pelos tipos de fissura.

Tipo de cancer

Tipo de Fissura

Labial Labiopalatina Palatina Total
Baco 0 1(0,6%) 0 1
Boca 1(2%) 4(2,2%) 1(3,6%) 6
Cabeca 3(6%) 4(2,2%) 1(3,6%) 8
Eséfago 1(2%) 2(1,1%) 1(3,6%) 4
Estdmago 2(4%) 15(8,3%) 1(3,6%) 18
Figado 3(6%) 5(2,8%) 1(3,6%) 9
Garganta 3(6%) 8(4,4%) 4(14,3%) 15
Intestino 4(8%) 3(1,7%) 2(7,1%) 9
Leucemia 6(12%) 11(6,1%) 0 17
Mama 10(20%) 33(18,3%) 6(21,4%) 49
Olho 1(2%) 0 0 1
Ossos 1(2%) 9(5%) 1(3,6%) 11
Ouvido 0 1(0,6%) 0 1
Ovaério 0 2(1,1%) 0 2
Pele 0 7(3,9%) 0 7
Préstata 3(6%) 18(10%) 2(7,1%) 23
Pulmao 1(2%) 16(8,9%) 1(3,6%) 18
Tiredide 0 6(3,3%) 0 6
Utero 6(12%) 19(10,6%) 4(14,3%) 29
N&o sabe 5(10%) 16(8,9%) 3(10,7%) 24
Total 50 (19,4%) 180 (69,8%) 28 (10,8%) 258
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Tabela 8. Dados gerais da histéria de cancer dos grupos e genotipagem do mTOR rs1010447.

mTOR rs1010447 Fissurados (303) Familiares (256) Controles (277) p Valor
CC | CT TT CC | CT |TT | CC | CT TT

Distribuicdo do gene | 124 | 108 39 101 88 | 29 | 112 82 27 Fiss X Fam p=0.9419
Fiss X Cont p=0.5268
Fam X Cont p=0.6600
Unico 49 50 16 37 36 | 12 | 50 39 14 Fiss X Fam p=0.9873
Fiss X Cont p=0.6554
Frequéncia Fam X Cont p=0.7797
de Cancer "multiplo | 24 | 18 2 12 | 12 | 2 | 27 | 17 1 Fiss X Fam p=0.7364
Fiss X Cont p=0.7682
Fam X Cont p=0.3632
Historia de cancer 29 26 7 13 27 3 28 23 4 Fiss X Fam p=0.1096
feminino (mama, Fiss X Cont p=0.7398
(tero, ovario) Fam X Cont p=0.1028
Historia de cancer 22 29 2 21 12 4 23 26 5 Fiss X Fam p=0.0799
TGI* Fiss X Cont p=0.4813
Fam X Cont p=0.9538
Fumo da mée 16 11 4 44 29 10 16 11 5 Fiss X Fam p=0.9882
Fiss X Cont p=0.9534
Fam X Cont p=0.8742
Fumo da mée e 12 6 2 22 15 4 11 8 3 Fiss X Fam p=0.8749
histéria de cancer Fiss X Cont p=0.8045
Fam X Cont p=0.8910
Fumo do pai 31 26 9 58 48 15 33 21 6 Fiss X Fam p=0.9703
Fiss X Cont p=0.6342
Fam X Cont p=0.6615
Fumo do pai e histéria | 20 15 4 25 27 7 23 16 3 Fiss X Fam p=0.6866

de cancer

Fiss X Cont p=0.8721
Fam X Cont p=0.4309

*TGI: boca, garganta, faringe, eséfago, estbmago, intestino, ductos biliares, vesicula, figado, pancreas e reto.



Tabela 9. Dados gerais dos tipos de fissura e genotipagem do mTOR rs1010447.

mMTOR rs1010447 FL (n =52) FLP (n = 215) FP (n = 36) p Valor
CC| CT TT CcC CT | TT | CC CT TT
Distribuicdo do gene 19 | 14 9 94 76 | 26 11 18 4 FL X FLP p=0.3882
FL XFP p=0.1714
FLP X FP p=0.2168
Unico 7 4 4 37 39 11 5 7 1 FL X FLP p=0.2512
FL X FP p=0.2437
Frequéncia FLP X FP p=0.7883
de Cancer | Multiplo | 3 5 1 19 9 1 2 4 0 FL X FLP p=0.2105
FL X FP p=0.69047
FLP X FP p=0.2510
Historia de cancer 4 6 2 25 20 4 2 7 1 FL X FLP p=0.4644
feminino (mama, Gtero, FL X FP p=0.6368
ovario) FLP X FP p=0.1896
Historia de cancer TGI* | 4 9 0 15 14 2 3 6 0 FL X FLP p=0.2847
FL X FP p=0.8989
FLP X FP p=0.4545
Fumo da mée 2 1 0 13 9 4 1 1 0 FL X FLP p= 0.2016
FL X FP p=0.1537
FLPXFP p= 0.08266
Fumo da mae e histéria | 0 1 0 11 5 2 1 0 0 FL X FLP p=0.8475
de cancer FL X FP p=0.6456
FLP X FP p=0.3152
Fumo do pai 2 1 2 28 19 6 1 6 1 FL X FLP p=0.5026
FL X FP p=0.6376
FLP X FP p=0.1766
Fumo do pai e histéria | 1 1 0 18 11 3 1 3 1 FL X FLP p=0.1878
de cancer FL X FP p=0.4519
FLP X FP p= 0.5765

*TGI: boca, garganta, faringe, eséfago, estbmago, intestino, ductos biliares, vesicula, figado, pancreas e reto.



Tabela 10. Dados gerais dos tipos de fissura e genotipagem do IRE1 rs196929.

IRE1 rs196929 FL (n =52) FLP (n = 215) FP (n = 36) p Valor
CcC| CT TT CcC CT | TT | CC CT TT
Distribuicao do gene 20 16 1 71 56 21 8 9 3 FL X FLP p=0.1549
FL X FP p=0.1893
FLP X FP p=0.7866
Unico 5 7 0 32 25 7 2 7 1 FL X FLP p=0.3091
FL X FP p= 0.3462
Frequéncia FLP X FP p= 0.1640
de Céancer | Multiplo 4 4 0 13 9 2 4 0 0 FL X FLP p= 0.6322
FL X FP p=0.08326
FLP X FP p=0.2209
Historia de cancer 4 6 0 23 17 4 4 4 0 FL X FLP p=0.36282
feminino (mama, Utero, FL XFP p=0.67137
ovario) FLP X FP p=0.6217
Histéria de cancer TGI* | 5 6 0 12 9 4 4 0 0 FL X FLP p=0.3010
FL X FP p=0.0565
FLP X FP p=0.1518
Fumo da mée 1 2 1 11 8 1 0 1 0 FL X FLP p=10.3198
FL X FP p= 0.6592
FLP X FP p=0.4965
Fumo da mae e historia | 0 2 0 9 4 1 0 1 0 FL X FLP p=0.1488
de cancer FL X FP p=0
FLP X FP p=0.3425
Fumo do pai 3 2 0 20 14 5 0 4 0 FL X FLP p=0.6955
FL X FP p=0.0577
FLPXFP p= 0.0467
Fumo do pai e histéria 1 1 0 13 9 3 0 2 0 FL X FLP p=0.8439
de cancer FL X FP p=0.2482
FLP X FP p=0.2078

*TGI: boca, garganta, faringe, esdfago, estbmago, intestino, ductos biliares, vesicula, figado, pancreas e reto.
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APENDICE I
QUESTIONARIO DE PESQUISA

Pesquisa: CANCER EM FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LABIAL
E/OU PALATINA.

NP
Questionario

01. Idade:

02. Indique seu sexo

o Masculino o Feminino

03. Grau de escolaridade

o Fundamental o Fundamental incompleto o Médio

o Médio incompleto o Superior o Superior incompleto
o Analfabeto

04. Estado civil
o Solteiro o Casado o Vilvo

05. Tem algum grau de parentesco com seu conjuge?

o Sim o Nao

06. Se a resposta for positiva, qual o grau?

07. Tem filhos?

o Sim o Nao

08. Quantos filhos?

09. Vocé apresenta algum tipo de fissura orofacial?

o Sim o Nao

s



10. Qual tipo?

o Fenda labial o Fenda palatina o Fenda labiopalatina

11. Realizou cirurgia reparadora?

o Sim o Nao

12. Ha quanto tempo?

13. Tem algum caso na familia com fenda orofacial?

o Sim o Nao

14. A sua mae fumou durante a sua gestacao?

o Sim o Nao

15. O seu pai fumava quando sua mée estava gravida?

o Sim o Nao

16. Quantos anos seu pai tinha ao vocé nascer?

17. E a sua mae? Quantos anos tinha quando vocé nasceu?

18. Apresenta algum caso de cancer na familia?

o Sim o Nao

19. Se a resposta anterior foi positiva, especifique o tipo de cancer.

20. Cidade de origem.

21. Onde mora?
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APENDICE Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal da Paraiba
Programa de Pés-Graduagcdo em Odontologia
Prezado (a),

Vocé esta sendo convidado a participar de pesquisa intitulada “CANCER
EM FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LABIAL E/OU PALATINA” que
estd sendo desenvolvida por lonaria Oliveira de Assis, aluna do Curso de Poés-
Graduacdo em Nivel de Mestrado em Odontologia da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), sob a orientacdo do Prof. Dr. Alexandre Vieira Rezende. Antes
de decidir sobre sua participacdo é importante que entenda o motivo de a mesma
estar sendo realizada e como ela se realizara, portanto, leia atentamente as
informacdes que seguem e se tiver alguma duvida, consulte a pesquisadora
responsavel ou o Comité de Etica em Pesquisa.

7

O objetivo deste estudo é avaliar a frequéncia de casos de cancer em
familias de pacientes com fissuras orofaciais, atendidos no Hospital Universitario
Lauro Wanderley, UFPB, em Jodo Pessoa-PB comparando com um grupo
controle formado pelos pacientes atendidos pelo CRAS (Centro de Referéncia de
Atencdo a Saude), bem como testar marcadores que possam estar relacionados
com fendas e cancer. Tem como justificativa a necessidade de estudos
populacionais maiores que investiguem a associacdo entre fissuras e cancer, a
fim de esclarecer essa interatividade e permitir projetos preventivos em
portadores dessas condicdes.

Esse estudo sera realizado com portadores de fissuras orofaciais e seus
familiares, bem como com pessoas nao portadoras dessa condicdo. Sua
participagdo neste trabalho consiste em responder a um questionario com dados
sécio familiares, questbes sobre histérico familiar de cancer, bem como, fornecer
sua saliva para que seja feita a extracdo do DNA. S&o previstos riscos minimos
durante a sua participacdo nesse estudo. A coleta de dados sera realizada
exclusivamente por uma pesquisadora, da mesma forma, para evitar a
identificacdo de suas respostas, 0s questionarios serdo depositados na sua
presenca, em envelope Unico. JA o TCLE sera recolhido em outro envelope,
separado dos questionarios. Ainda assim, caso venha a sentir qualquer
constrangimento ou desconforto diante das perguntas, a mesma sera
iImediatamente interrompida.

Apesar da existéncia de riscos, 0s beneficios oferecidos serdo superiores.
Os resultados dessa pesquisa possibilitardo obter dados mais precisos a respeito
da correlacdo entre as fissuras orofaciais e cancer. Ao final do estudo espera-se
estabelecer uma relacédo entre fissuras de labio e/ou palato e histéria de cancer
na familia. Além disso, os resultados poderdo ser disseminados ndo sé para a
comunidade cientifica, mas principalmente para a populacdo em geral.

A equipe da pesquisa estard permanentemente, mesmo apds o
encerramento do estudo, a sua disposicdo para prestar informacdes sobre a
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frequéncia de cancer em familias de pacientes com fissura labial e/ou palatina.
Mesmo apos o encerramento do estudo a equipe da pesquisa prestara quaisquer
esclarecimentos ou orientacdes que vocé julgar necessarios em relacdo ao tema
abordado.

Informamos que a sua participacdo € voluntaria e, portanto, vocé néo é
obrigado a fornecer as informacdes e/ou colaborar com os pesquisadores, nem
tampouco receberda nenhuma remuneracao por isso. Vocé tem o direito de decidir
nao participar do estudo, ou de desistir de participar a qualquer momento, sem
nenhum dano, prejuizo ou constrangimento.

Todas as informacdes obtidas em relagéo a esse estudo permanecerao em
absoluto sigilo, assegurando protecdo de sua imagem, de sua privacidade e
respeitando valores morais, culturais, religiosos, sociais e éticos. Os resultados
dessa pesquisa poderdo ser apresentados em congressos ou publicacdes
cientificas, porém sua identidade ndo sera divulgada nestas apresentagfes, nem
serdo utilizadas quaisquer imagens ou informacfes que permitam a sua
identificacao.

Este documento foi elaborado em duas vias de igual conteudo, que
deverdo ser rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término,
pelo participante da pesquisa, pela aluna pesquisadora e pela pesquisadora
responsavel. Vocé recebera uma das vias e a outra ficard arquivada com os
responséaveis pela pesquisa.

N&o é previsto que vocé tenha nenhuma despesa na participacdo nesta
pesquisa ou em virtude da mesma, todavia, caso vocé venha a ter qualquer
despesa em decorréncia de sua contribuicdo neste estudo, sera plenamente
ressarcido. Ressaltamos ainda que, no caso de eventuais danos acarretados pela
participacdo no presente estudo, vocé sera indenizado.

Declaramos que o desenvolvimento desta pesquisa seguira rigorosamente
todas as exigéncias preconizadas pela Resolucdo n° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, especialmente aquelas contidas no
item IV.3. Em caso de dlvidas quanto aos seus direitos ou sobre o
desenvolvimento deste estudo vocé pode entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, lonéria Oliveira de Assis, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley, da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Ap6s ter sido informado sobre a finalidade da pesquisa “CANCER EM
FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LABIAL E/OU PALATINA” e apds
ter lido os esclarecimentos prestados anteriormente no presente Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, eu
estou plenamente de acordo em participar do presente estudo, permitindo que os
dados obtidos sejam utilizados para os fins da pesquisa, estando ciente que o0s
resultados serdo publicados para difusdo e progresso do conhecimento cientifico
e que minha identidade sera preservada. Estou ciente também que receberei uma
via deste documento. Por ser verdade, firmo o presente.

Joao Pessoa — PB / /

Assinatura do Participante da Pesquisa

Impresséo datiloscopica

Assinatura da Pesquisadora

Contato da pesquisadora responsavel:
lonaria Oliveira de Assis

Endereco: P6s-Graduacdo em Odontologia
Campus I, UFPB, Jodo Pessoa — PB

Telefone: (83) 99988.5562

e-mail da pesquisadora: ionariassis@gmail.com

Contato do Comité de Etica em Pesquisa do HULW

Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley — 2° andar, Campus |,
Cidade Universitaria, Joao Pessoa — PB

Telefone: (83) 3216.7964/ 3216.7955

Horario de Funcionamento: 8h as 12h e das 13h as 17h.

e-mail do Comité: comitedeetica.hulw2018@gmail.com
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APENDICE IV
TERMO DE ASSENTIMENTO (CRIANCAS ACIMA DE 6 ANOS)

Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias da Saude

Programa de Pos-Graduacao em Odontologia — PPGO

TERMO DE ASSENTIMENTO

Jodo Pessoa, / de201

Vocé estd sendo convidado/a para participar da pesquisa: CANCER EM
FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LABIAL E/OU PALATINA.

Seus pais permitiram que vocé participasse.

Com esta pesquisa queremos que colabore conosco permitindo seja feita a
coleta de sua saliva.

As criangas que irdo participar desta pesquisa tém de 0 a 19 anos de
idade. Caso n&o queira participar da pesquisa, € um direito seu e ndo terd nenhum
problema em recusar ou desistir.

A gualquer momento vocé pode nos procurar pelo telefone (83) 999885562
ou pelo e-mail ionariassis@gmail.com da pesquisadora lonaria Oliveira de Assis. Ao
persistirem as davidas sobre os seus direitos como participante desta pesquisa, vocé
também podera fazer contato com Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba pelo telefone
(83) 32160-7964.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; nao falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der.

Os resultados da pesquisa vao ser divulgados, mas sem identificar as criangas
gue participaram.

Se vocé tiver alguma davida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na
parte de cima deste texto.

82


mailto:ionariassis@gmail.com

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar da
pesquisa CANCER EM FAMILIAS DE PACIENTES COM FISSURA LABIAL
E/OU PALATINA. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
momento, posso dizer “ndo” e desistir e que ninguém vai ficar com raiva se eu
desistir. Os pesquisadores tiraram minhas ddvidas e conversaram com 0S meus
responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em
participar da pesquisa.

Joao Pessoa, de de

Assinatura do menor ou impressao Assinatura do(a) pesquisador(a)
dactiloscopica

Contato com o Pesquisador (a) responsavel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para
o (a) pesquisador (a) lonaria Oliveira de Assis. Telefone: (83) 999885562 ou para
o Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro Wanderley -Endereco: Hospital
Universitario Lauro Wanderley-HULW — 2° andar. Cidade Universitaria. Bairro:
Castelo Branco — Jo&o Pessoa - PB. CEP: 58059-900.

E-mail:comitedeetica.hulw2018@gmail.com - Campus |- Fone: 32160-7964
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