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RESUMO

VASCONCELOS, P.M.F. Perfil Genotipico e Epidemiologico do Carcinoma de Células
Escamosas da Laringe. 2016. 115f. Tese de Doutorado em Ciéncias da Saude, Universidade
Federal de Goias, Goidnia, 2016.

A laringe possui fung¢des importantes para o organismo, como fonagdo e respiracdo. Uma
determinada patologia que acomete esse sitio anatémico trara sérios problemas fisioldgicos,
tendo um impacto expressivo na qualidade de vida do paciente. O objetivo deste estudo foi
avaliar os dados clinico-epidemiolégicos, socio-demograficos e moleculares de pacientes
diagnosticados com carcinoma espinocelular da laringe do Registro de Cancer de Base
Populacional de Goiania (RCBP) da Associagdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG),
analisando os dados de 63 pacientes acompanhados num periodo de 6 anos. O presente estudo
foi conduzido no Nucleo de Pesquisas Replicon (PUC-GO) e no LaGene (SES-GO), no qual
foram avaliadas as caracteristicas clinico-epidemioldgicas e moleculares relacionadas ao
cancer da laringe. O presente estudo ndo observou associagdo entre os genes de
biometabolismo de xenobidticos (CYPIAI, GSTMI e GSTTI) e a suscetibilidade de cancer de
células escamosas (CCE) de laringe. Adicionalmente, o estudo do polimorfismo do cédon 72
do gene TP53 revelou que individuos Pro/Pro desenvolveram cancer da laringe mais
tardiamente do que os pacientes Arg/Arg e Arg/Pro. Comparando os grupos caso € controle,
foi observado um risco maior de desenvolver cancer de laringe com a presenca do genotipo
Arg/Pro de 2,7 vezes. A frequéncia do genoma do HPV foi de 3% das amostras analisadas
(HPV11 e 16/45), todos para individuos Arg/Arg. O CCE de laringe, no presente estudo,
acometeu 3,5 vezes mais homens, do que mulheres. Os pacientes com habitos tabagista e
etilista cronicos e concomitantes apresentam uma sobrevida consideravelmente menor,
quando comparados aos pacientes que nao apresentam tais habitos em um intervalo de 6 anos.
Adicionalmente, a sobrevida geral da laringe foi de aproximadamente 66% em seis anos. Tal
observagdo estd diretamente relacionada aos habitos tabagistas e etilistas concomitantes,
reforcando a participagdo desses fatores na iniciacdo e progressdo do CCE de laringe.
Alteragdes adicionais em regides previamente estudadas e a investigagdo de outros fatores
associados aos carcinomas laringeos poderao vir a ser ferramentas importantes na estimativa
do prognostico da progressao tumoral e, consequentemente, na melhoria da qualidade de vida
dos pacientes.

Palavras-chaves: xenobidticos, epidemiologia, fatores de risco, Odds ratio e sobrevida.
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ABSTRACT

VASCONCELOS, PM.F. Profile genotypic and Epidemiology of Laryngeal Squamous
Cell Carcinoma. 2016. 115p. Doctoral Thesis in Health Sciences, Federal University of
Goias, Goiania, 2016.

The larynx has important functions in the body, such as speech and breath. A particular
pathology that affects this anatomical site will bring serious physiological problems, having a
significant impact on quality of life of the patient. The aim of this study was to evaluate the
clinical and epidemiological data, social-demographic and molecular patients diagnosed with
squamous cell carcinoma (SCC) of the larynx of the Registro de Cancer de Base Populacional of
Goiania (RCBP) of the Associa¢do de Combate ao Cancer in Goids (ACCG), analyzing the data
of 63 patients followed over a period of 6 years. This study was conducted at the Niicleo de
Pesquisa Replicon (PUC-GO) and LaGene (SES-GO), in order to evaluate the clinical and
epidemiological characteristics and molecular related to cancer of the larynx. This study found
no association between biometabolism genes of xenobiotics (CYP1A1l, GSTMI and GSTT1) and
susceptibility to SCC of the larynx. Additionally, the study of polymorphism in codon 72 of TP53
revealed that individuals Pro/Pro develop cancer of the larynx later than the Arg/Arg and
Arg/Pro patients. Comparing the case and control groups were observed an increased risk of
developing cancer of the larynx in the presence of the Arg/Pro genotype 2.7 times. The HPV
genome rate was 3% of analyzed samples (HPV16/45 and HPV11), all for Arg/Arg individuals.
The SCC larynx, in this study, occurred 3.5 times more men than women. Patients with tobacco
habits and chronic alcoholic and concomitant feature a significantly lower survival compared to
patients without such habits at an interval of six years. Additionally, the overall survival of the
larynx was approximately 66% in six years. This observation is directly related to smoking and
concomitant alcoholic habits, strengthening the participation of these factors in the initiation and
progression of SSC larynx. Additional changes in previously studied areas and the investigation
of other factors associated with laryngeal carcinomas can be important tools in estimating the

prognosis of tumor progression and hence improving the quality of life of patients.

Key words: xenobiotics, epidemiology, risk factors, Odds ratio and survival.



1 INTRODUCAO

O cancer constitui um problema mundial de satide publica, sendo apontado como
segunda causa mais frequente de obito na populacdo conforme dados do Instituto Nacional do
Cancer, Brasil (INCA). A palavra cancer tem sua origem no termo grego karkinos (caranguejo)
e constitui uma doenga genética, na qual as células multiplicam-se desordenadamente, invadem
os tecidos e orgdos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2014). Este
crescimento celular desordenado ¢ resultante do actimulo de alteragdes genéticas e/ou
epigenéticas em genes que participam do controle do crescimento, proliferagdo e diferenciacao
celular; estabilidade e reparo do DNA; imunidade; quimiorresisténcia as drogas e apoptose,
morte celular programada (INCA, 2014; SILVA, 2003).

Um dos sitios anatdmicos acometidos pelo cancer ¢ a laringe. Esta constitui-se de
um tubo de forma regular com 4cm de comprimento, que conecta a faringe a traquéia e possui
importante funcdo respiratéria e fonatdria. Localiza-se entre a traquéia e a base da lingua, ¢
separada pela epiglote e divide-se em trés compartimentos heterogéneos: subglote, glote e
supraglote. Suas paredes contém um esqueleto formado por uma série de estruturas
cartilaginosas, conectadas por tecido conjuntivo fibroelastico (ROBBINS, 2012; MOORE,
2000).

O tecido cartilaginoso forma o arcabougo da laringe e tem como funcdo manté-la
aberta para o fluxo do ar e ofertar suporte as pregas vocais, sendo estas classificadas em dois
tipos: hialinas (tiredidea, cricoidea e a maior parte das aritenoideas) e as eldsticas (epiglote,
apice e processo vocal das aritenoideas, corniculadas e cuneiformes (ROBBINS, 2012;

MOORE, 2000).
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A mucosa da laringe forma dois pares de pregas que fazem saliéncia para o interior
de sua cavidade. O primeiro par, superior, ¢ constituido das pregas vestibulares. A lamina
propria dessa regido ¢ frouxa e contém numerosas glandulas mucosas. O segundo par, inferior,
constitui-se das pregas vocais que apresentam o musculo vocal, tireoaritendideo. O fluxo de ar
passa pela cavidade laringea, em alta velocidade, e com a contracdo de musculos modifica a
abertura das pregas vocais condicionado-as a producdo de sons com diferentes timbres
(ROBBINS, 2012).

O perfil histoldgico ao longo da cavidade da laringe nao ¢ uniforme. Na face ventral
e parte da face dorsal da epiglote, bem como nas pregas vocais, o epitélio esta sujeito a atrito e
desgastes, sendo, portanto, um epitélio escamoso estratificado. Nas demais regides ¢ do tipo
pseudoestratificado ciliar colunar, onde os cilios deslocam o muco produzido pelo epitélio
respiratorio em diregdo a faringe para ser deglutido. A 1amina propria € rica em fibras elasticas
e contem pequenas glandulas do tipo misto. Essas glandulas ndo sdo encontradas nas pregas
vocais (MOORE, 2000).

Na laringe ndo se identifica uma submucosa bem definida. O crescimento celular
desordenado na laringe pode resultar em diferentes tipos de cancer, de acordo com o perfil
histolégico acometido. Cerca de 95% sdo do tipo carcinoma de células escamosas (CCE) e os
5% restantes adenocarcinomas e alguns sarcomas, a exemplo dos condrossarcomas (MOORE,
2000; ROBBINS, 2012).

O cancer de laringe ¢ mais incidente em homens, com idade acima dos 40 anos e tem
como principal fator de risco o uso de tabaco, que quando associado ao alcool tem o risco
potencializado. Dentre os outros fatores de risco descritos, tem-se: histérico familiar; ma
alimentacdo; situagdo socioecondmica desfavoravel; exposicdo a produtos quimicos, po de
madeira, fuligem ou poeira de carvdo e vapores da tinta; inflamagdo cronica causada por
refluxo gastroesofagico e pelo Papiloma Virus Humano (HPV) (INCA, 2014; CURADO,

HASHIBE et al, 2009). Estima-se que a infeccao pelo HPV no sitio laringeo esteja associada a
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cerca de 25% dos CCE de laringe. Segundo a International Agency for Research on Cancer
(IARC), ha evidéncias suficientes de que subtipos especificos de HPV participam da
carcinogénese do CCE de laringe (PINTO et al., 2011).

No mundo, o cancer de laringe corresponde, aproximadamente, a 3% de todos os
casos, sendo o sexto tipo mais comum da doenga (IARC, 2014). Dados recentes apontam para
a ocorréncia de cerca de 160 mil novos casos/ano e para 83 mil dbitos/ano. No Brasil, este tipo
de cancer responde por cerca de 2% de todos os canceres e por 25% dos casos de cancer de
cabega e pescogo (CCP). No Estado de Goiés, em 2014, foram registrados 150 casos de cancer
de laringe, sendo 120 em homens e 30 em mulheres. J4 na capital do Estado, Goiania, foram
registrados trés casos em homens e um caso em mulheres (INCA, 2014).

O cancer de laringe, quando diagnosticado nos estdgios iniciais, possui bom
progndstico com elevado percentual de cura, 80% a 100% dos casos (INCA, 2014). Porém, o
tratamento desta doenca promove mudangas importantes que reduzem a qualidade de vida dos
individuos afetados, comprometem suas atividades didrias e, em muitos casos, levam a
consequéncias e complicagdes graves, incluindo o ébito (GALBIATTI et al., 2013).

Segundo a IARC (2014), os casos de cancer no mundo deverdo aumentar em 75%
at¢ 2030. E apesar dos constantes progressos na deteccdo da etiologia, patogénese e
progndstico dos carcinomas, o tema ainda necessita de elucidagdes. Neste aspecto, os estudos
epidemiologicos e genético-moleculares que investigam as mutacdes associadas a iniciacdo e
progressao dos diferentes CCP, incluindo os laringeos, consistem em importantes ferramentas
para a compreensdo dos mecanismos carcinogénicos subjacentes ao desenvolvimento tumoral

(BRAY etal., 2012).

20



Desta forma, o presente estudo buscou caracterizar, genotipicamente e
epidemiologicamente, o CCE de laringe, sua relagdo com o Papiloma Virus Humano (HPV) e
o perfil polimorfico em pacientes de um hospital oncoldgico referéncia na Regido Centro-
Oeste do Brasil. Os resultados desta pesquisa podem contribuir para uma melhor compreensao
da génese deste carcinoma entre os pacientes assistidos pela referida instituicdo de saude e,
consequentemente, subsidiar a promog¢ao da saude e medidas necessarias para a institui¢ao de

condutas adequadas tanto preventivas como terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. CONSIDERACOES HISTORICAS

Ha registros da presenca de doenga neoplasica em mumias em papiros egipcios do
século VII a.C., a exemplo de um tumor maxilar datado em 4.000 a.C. Desta época até o
século XVI, os conhecimentos sobre o cancer sustentavam-se no desequilibrio dos fluidos
corporeos e/ou um desequilibrio do sistema linfatico (INCA, 2012; NASCIMENTO, 2003).

No século XVIII, os estudos do anatomista italiano Giovanni Battista Morgagni
somados aos da médica francésa Marie Francois Xavier Bichat, nortearam o entendimento do
cancer para uma espécie de unidade especifica localizada em uma parte do corpo e que os
orgaos eram constituidos por diferentes tecidos que, por sua vez, podiam ser afetados por
diferentes tipos de cancer. Ainda neste periodo, o médico Joseph Claude Anthelme Recamier
foi o primeiro a identificar um caso de metdstase que usou a corrente sanguinea para se
disseminar (NASCIMENTO, 2003).

Mas somente por volta de 1860, com os avancos envolvendo a pesquisa celular, que
o cancer ganhou impacto no advento da cirurgia, devido a possibilidade de uso de anestésicos
e do emprego de técnicas de assepsia e antissepsia, aplicadas na €época pelo cirurgido Joseph
Lister. Com o aumento do conhecimento e a evolucdo na abordagem das técnicas cirtrgicas,
comegaram a surgir os primeiros casos com sucesso de remocao de tumores (MITELMAN,
2000; MIMEAUT et al., 2006).

Em 1890, o médico patologista alemdo David Von Hansemann observou
irregularidades nucleares e mitoticas estudando biopsias de tumores malignos. No inicio do
século XX, em 1902, o norte-americano Walter Sutton e o alemao Theodor Boveri chamaram a
atencdo para o fato de que as regras de heranga mendeliana seriam explicadas pelo
comportamento dos cromossomos na meiose, permitindo a proposicdo da Teoria
Cromossdmica (MITELMAN, 2000; MIMEAUT et al., 2006; INCA, 2013).
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A Teoria Cromossomica, debatida entre o periodo de 1902-1915, contribuiu para o
entendimento de questdes relacionadas a hereditariedade, sugerindo que os fatores hereditarios
propostos por Mendel, estariam presentes nos cromossomos. Em 1914, Theodor Boveri
apresentou a Hipotese da Teoria Clonal do Céancer que postulou o desenvolvimento de tumores
malignos a partir de um clone originado de uma célula que apresentava cromossomos
anormais. A hipotese de Theodor Boveri foi confirmada na década de 1960, mediante estudos
das células neoplésicas, constituindo-se um marco inicial, a descricio do cromossomo
Philadelphia (Phl) nas leucemias mieldides cronicas (PORTIN, 2000; MARTINS, 2002).

Na década de 1970, a pratica das técnicas citogenéticas de bandeamento
cromossdmico humano bem como a avaliagdo genético-molecular do CCP, contribuiram de
maneira significativa para a compreensao do papel das aberragdes cromossdmicas associadas a
sua oncogénese (SANTOS et al., 2009; MITELMAN, 2011).

Outra técnica, denominada FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), propiciou
progressos no mapeamento génico € na investigagdo cromossdmica, tornando-se uma
ferramenta importante para a identificagdo das aberragdes cromossdmicas nos diversos tipos de
cancer. Os resultados desta aplicacdo foram a revelagdo de mais de 600 rearranjos
cromossomicos balanceados associados as neoplasias, bem como a descricdo de mais de
centenas de genes envolvidos em rearranjos, que podem estar associados aos diversos tipos de
cancer (GAUDET et al., 2010; NOZAWA, 2006; SANTOS, 2002).

O conhecimento adquirido cronologicamente por meio do desenvolvimento
cientifico levou a constatagdo da importante participacao dos fatores de risco exogenos e
endogenos na modulacdo da complexa carcinogénese dos tipos CCP, em especial, o CCE de
laringe. A realizacdo de estudos genético-moleculares e epidemiologicos deste tipo sdo
necessarios para a instituicdo de condutas adequadas tanto preventivas como terapéuticas

(CONWAY et al, 2010;; CHUANG et al., 2012).
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2.2. CANCER DE CABECA E PESCOCO (CCP)

O CCP constitui um grupo de diferentes tipos de cancer que acometem tecidos e
orgdos localizados nestas 4reas anatdmicas, como a laringe. Sua incidéncia e mortalidade sao
avaliadas de acordo com os sitios acometidos e reflete, frequentemente, a distribui¢do
geografica de fatores de risco especificos. O estudo destes fatores ¢ fundamental para melhor
caracterizar epidemiologicamente os diferentes tipos de cancer que constitui o grupo CCP
(INCA, 2013; JEMAL et al., 2011; CURADO, 2000).

O perfil histoléogico mais comum dentre os tipos de CCP ¢ o carcinoma de células
escamosas ou espinocelular, responsavel por cerca de 95% dos casos, a exemplo do CCE de
laringe. Sua representacdo ¢ singular na satde publica, sobretudo, por afetar uma regido
anatomica onde fungdes vitais como a fala e a degluti¢do estdo relacionadas (TRIBIUS et al.,

2013; CURADO, HASHIBE, 2009;).

2.3. LARINGE: HISTOLOGIA E ANATOMIA

A laringe ¢ um 6rgdo com localiza¢do na via aérea inferior, na parte antero-inferior a
faringe e superior a traquéia. Anatomicamente, a laringe contém trés regides: supraglotica,
glotica e subglotica. Embriologicamente, a regido supraglotica tem origem nos 3° e 4° arcos
faringeos que correspondem ao segmento buco-facial do embrido. As regides glotica e
subglética, por outro lado, tem sua origem no 5° e 8° arcos faringeos, correspondentes ao
segmento pulmonar do embrido (TORTORA, 2002; DANGELO, FATINI, 2001; HAAST,
1975).

A laringe ¢ dividida quanto as irrigagdes sanguinea e linfatica. A regido supraglotica
¢ irrigada pela artéria laringéia superior, ramo da cardtida, e as regides gldtica e subglotica sdo
irrigadas pela artéria tireoidiana inferior, ramo da subcldvia. Os linfonodos, abundantes na
regido supraglotica, drenam pela membrana tiro-hididea para os linfonodos médios e
superiores da cadeia jugular. Os linfonodos da prega vocal, evidentemente mais escassos,

drenam pela membrana crico-tirdidea para os linfonodos médios e profundos da cadeia jugular.
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A regido glotica anterior possui rede linfatica que drena pela parte superior da membrana crico-
tiredidea, para o linfonodo pré-laringeo ou de Delphian (TUCKER, 1976).

O linfonodo pré-laringeo localiza-se na parte anterior da membrana crico-tirdidea,
acima do istmo da glandula tire6ide, recebendo linfonodos da parte anterior das pregas vocais e
das partes superior e anterior da glandula tiredide. A disseminagdo de células neoplasicas via
linfonodo pré-laringeo ¢ conhecida como metastase linfonodal contra-lateral. A mucosa da
laringe ¢ continua com a da faringe e da traquéia. O 6rgdo apresenta dois tipos de epitélios: o
escamoso nao-queratinizado, acima das pregas vocais, ¢ o pseudoestratificado com células
caliciformes, recobrindo o restante da laringe. As glandulas seromucosas da laringe sdo
encontradas por toda a lamina propria, com exce¢do a nivel das cordas verdadeiras
(KIERSZENBAUM, 2004; TORTORA, 2002;).

A laringe ¢ situada no plano mediano e anterior do pescogo, apresentando-se como
um orgdo tubular da via aérea superior, de consisténcia multicartilaginosa, revestida por tecido
epitelial, posicionada anteriormente a faringe e continuada diretamente pela traquéia.
Anatomicamente ¢ dividida em trés regides distintas: a regido supraglotica ¢ caracterizada pela
face laringea da epiglote, pelas pregas ariepligéticas, pelas falsas pregas vocais e pelos
ventriculos laringeos ou ventriculos de Morgangi, notando-se que o assoalho do ventriculo ¢
parte da regido gldtica, enquanto sua parede lateral e teto estdo na supraglote. O termo
epilaringe tem sido usado para designar o conjunto de duas por¢des marginais da supraglote: a
porcio suprahiodea da epiglote e as pregas ariepigloticas (DANGELO, FATINI, 2001).

Os cornos superiores unem-se a extremidade do corno maior do osso hidide. Na
parede lateral da cartilagem tiredide observa-se um ponto de inser¢dao para os musculos
constritores interior da faringe, esternocleidomastdideo e tireo-hidideo, denominada linha
obliqua (KIERSZENBAUM, 2004). A cartilagem cricdide se apresenta em um formato
semelhante ao de um anel de sinete e localiza-se no mesmo plano da sexta vértebra

cervical, apresentando uma porcdo estreita anteriormente denominada arco. Na porcao
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posterior, o arco alarga-se, formando a lamina cricoide. Na borda superior da ldmina cricoide
existem duas facetas articulares, uma a esquerda e outra a direita, em relacdo as cartilagens
aritenoides (KIERSZENBAUM, 2004). Na superficie posterior da lamina verifica-se uma
depressdo bilateral, promovida pela inser¢io do musculo cricoaritendideo posterior. Na
regido mediana desta superficie aparece uma crista decorrente da insercao do esdfago, através
do tenddo cricoesofagico. A borda inferior da ldmina cricdide marca o limite entre a laringe
e a traquéia, assim como o limite entre a faringe e o es6fago. De cada lado, a cartilagem
cricoide apresenta uma faceta lateral de articulagdo com o corno inferior da cartilagem tiredide
(DANGELO, FATINI, 2001).

A cartilagem epiglotica se encontra posteriormente a raiz da lingua e ao osso hidide,
e anteriormente ao adito da laringe. As cartilagens aritendides apresentam morfologia
piramidal, com trés superficies: medial, posterior e antero-lateral, além do &pice e da base. As
cartilagens corniculadas e cuneiformes estdo localizadas junto as pregas ariteno-epiglodticas,
onde as cartilagens cuneiformes ocupam a por¢do mais anterior quando comparadas com as
cartilagens corniculadas (KIERSZENBAUM, 2004).

A laringe desempenha fungdes primordiais para a manutenc¢ao da vida do individuo.
Suas principais funcdes em ordem de relevancia sdo: prote¢do das vias aéreas, respiragao €
fonagdo. A laringe protege as vias aéreas durante a degluticdo, coordena e otimiza as vias
aéreas superiores durante a respiragdo e promove o controle da fonagcdo por meio de
mecanismos intrinsecos em conjunto com a faringe e as cavidades oral e nasal (SASAKI,
WEAVER, 1997).

A fun¢do da laringe ¢ de proteger a via aérea inferior contra o fluxo de corpos
estranhos, alimentos e liquidos através da elevacdo da laringe, abaixamento da epiglote e o
fechamento da glote. Caso o fechamento ndo aconteca, reflexos como o de tosse ou outros
movimentos respiratorios para a retropulsdo sdo acionados com o intuito de eliminar os corpos
estranhos. O fechamento da entrada da laringe ocorre pelo deslocamento das cartilagens
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aritenoides de encontro com a epiglote. Este movimento ¢ produzido pela contragdo dos
musculos tiroaritendideos, aritendideos, ariepigloticos e tiroepigloticos. A contracdo dos
musculos palatofaringeos e estilofaringeos promove a elevacdo e inclinagdo da laringe para
frente. A ocusdo das vias aéreas inferiores ocorre apenas durante o periodo que o alimento esta
passando pela faringe, que ao atingir o es6fago a laringe abre-se novamente (CASPER &
COLTON, 1996).

Na funcao respiratdria ocorre a abdugdo das pregas vocais o que permite a passagem
do fluxo de ar para os pulmdes ou sua saida. Os musculos cricoaritendideos posteriores sao
responsaveis pela abertura da glote durante a respiracdo, visto que sua contragdo se relaciona
aos processos vocais das cartilagens. O fechamento da regido glética garante a producdo da
tosse para a eliminagio das secregdes traqueo-pulmonares (CONTI & FERNANDEZ, 1992).

Durante a fonagdo, a laringe ¢ responsavel pela geragdo de sons por meio dos
movimentos de adugdo e abdugdo das pregas vocais e da vibragdo da mucosa que as recobre. A
abertura da glote (abdug@o) ocorre pela contracdo dos musculos cricotiredideos posteriores,
pela fixacdo da cartilagem tiredide, determinada pelos musculos extrinsecos e também pela
acdo moderadora dos musculos antagonistas, os adutores. A tensdo e o alongamento das
pregas vocais ocorrem pela contragdo dos musculos cricotiredideos, importante alvo de
trabalho dos fonoaudidlogos na terapia fonética em pacientes laringectomizados parcialmente
(LOFIEGO, 1994).

Os perfis histologicos presentes na laringe sdo: epitélio escamoso estratificado, que
recobre a superficie do vestibulo laringeo (regido da glote), toda a extensdo das cordas vocais,
denominadas pregas ariteno-epigloticas e os ligamentos vestibulares e vocais; e o epitélio
pseudoestratificado ciliar colunar, que recobre o restante da laringe. A maioria dos tumores que
acometem a laringe surge na superficie desses epitélios, por isso, sdo denominados carcinomas
de células escamosas (CURADO, & HASHIBE 2009; DANGELO, J.G. & FATINI, 2001).

Outros tecidos, além do tecido epitelial, podem ser acometidos por tumores como
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por exemplo o tecido cartilaginoso, intensamente presente na laringe. Condrossarcomas e
condromas sdo denominagdes habitualmente utilizadas para tumores malignos e benignos em
cartilagem, respectivamente. Estes tumores sdo mais raros do que os tumores epiteliais e a
cartilagem cricoide ¢ a mais acometida (THOME et al., 2001).

Dentre as diversas patologias que acomete a laringe, o cancer apresenta-se como
uma das mais graves. O CCE, neoplasia mais comum que acomete este 6rgdo, ¢ uma doenga
multifatorial e multigénica, sendo influenciada por fatores ambientais € comportamentais

inerentes ao individuo (OLIVEIRA, 2005).

2.8. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA LARINGE (CCE)

O carcinoma espinocelular (CEC) da laringe resulta do desenvolvimento neoplasico
maligno envolvendo as células do epitélio escamoso estratificado, presente na por¢ao superior
do vestibulo laringeo, e no epitélio ciliar colunar pseudoestratificado, que recobre o restante da
laringe. A maioria dos carcinomas da laringe ¢ do tipo de células escamosas, que quase
sempre se iniciam na corda vocal, como carcinoma in situ. Comumente, o cancer de laringe ¢
uma lesdo isolada, mas em alguns casos pode apresentar potencial multifocal de invasdo. Por
outro lado, o carcinoma verrucoso da laringe apresenta-se bem diferenciado, geralmente com
agressividade local e crescimento lento e, geralmente, ndo ¢ metastatizante (KASHIMA, 1987).

Os pacientes que apresentam CCE laringeo apresentam os sintomas de odinofagia e
rouquiddo prolongada, o que sugere tumores na regido gldtica e subgldtica. O cancer
supragldtico estd, muitas vezes, acompanhado por sinais e sintomas como, alteragdo na
qualidade da voz, disfagia leve, sensacdo de um carogo na garganta e linfadenopatias. Em
situagdes avancadas, além da rouquiddo, podem ocorrer dores na garganta, intensa disfagia e
dispnéia (INCA, 2012).

No encontro clinico apds anamnese, durante o exame fisico na realizacdo da
oroscopia e palpagdo cervical ou na realizagdo de exames auxiliares, diante da evidéncia de

tumores que acometem a regido da cabega e pescoco avalia-se principalmente a extensdo loco-
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regional do tumor, identificando a presenca de outros tumores primarios nesta regido, assim
como a detec¢do de metéstases para linfonodos regionais. O tamanho e a localizagdo do tumor
sd0 os parametros mais bem observados para o carcinoma da laringe. O tempo que marca o
inicio dos sintomas e a presenca de nodulo cervical s3o os principais fatores que definem o
diagnéstico clinico das neoplasias da laringe (KOWALSKI et al., 2000).

O exame loco-regional, da-se através de exames complementares, como exemplos
podemos citar a laringoscopia indireta, a rinoscopia anterior e posterior. Para uma confirmacao
diagndstica, a laringoscopia direta com bidpsia deve ser realizada quando o exame indireto nao

permite uma melhor elucidagao clinica (KOWALSKI et al., 2000).

2.4.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DA LARINGE

O cancer de laringe corresponde a 3% de todos os casos da doenga no mundo, sendo
o sexto tipo mais comum. Estima-se a ocorréncia de cerca de 160 mil novos casos/ano e 83 mil
obitos/ano (IARC, 2014). No Brasil, este tipo de cancer responde por 2% de todos os canceres
e por 25% dos CCP. No ano de 2014, no Estado de Goias, foram registrados 150 casos de
cancer de laringe, sendo 120 em homens. Na capital Goiania, foram registrados trés casos em
homens e um caso em mulheres (INCA, 2014).

Os tumores supragloticos sao mais frequentes nas pacientes do sexo feminino. Os
tumores da regido supraglotica dificilmente se propagam para a regido glotica, apesar de nao
ter sido demonstrada nenhuma barreira anatdmica que justifique esse comportamento.
Possivelmente, a origem embrioldgica diferenciada dessa regido e a separacdo das irrigagoes
sanguinea e linfatica sejam as razdes pelas quais esses tumores raramente atravessam o
ventriculo de Morgangi (APRIGLIANO & MELLO, 2006).

Os tumores da regido glotica, sdo os mais frequentes entre as lesdes malignas da
laringe, tendo origem no epitélio escamoso da mucosa da prega vocal. Sua evolugdo ¢ lenta, as

metastases sdo tardias e seu principal sintoma ¢ a disfonia, que surge precocemente.
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Geralmente sdo precedidos por lesdes histologicas do epitélio, denominadas pré-malignas,
como a hiperplasia epitelial, que pode mostrar queratose em sua camada superficial, como
também nas camadas mais profundas (disqueratose). Essas alteragdes sdo quase sempre
respostas a inalantes externos, dentre os quais o fumo ¢ o principal fator de risco
(AUERBACH et al., 1970).

Um estudo epidemioldgico realizado em Goiania (Goids), no periodo de 1988 a
1998, mostrou que o cancer de laringe era 4,7 vezes mais frequente em homens que em
mulheres (SILVA, 2003). Este fato deve-se provavelmente, aos habitos de tabagismo e
etilismo, mais predominantes no sexo masculino, correspondendo aos fatores de risco que mais

contribuem para a carcinogénese deste 6rgdo (MENEZES et al., 2002).

2.4.2 CLASSIFICACAO INTERNACIONAL DA DOENCA E ESTADIAMENTO

A Classificacdo Internacional de Doenca (CID) ¢ utilizada pelos paises membros da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Sua aplicagdo na pesquisa oncologica, observando o
aumento de estudos epidemioldgicos, tem sido atribuido ao arquivamento organizado de
prontuarios e o uso da CID na orientagdo e organizacao dos dados de pacientes acometidos por
cancer (PERCY et al., 1996).

A CID-O permite a codificagdao de todas as neoplasias por topografia, histologia ou
morfologia e comportamento bioldgico, como por exemplo, maligno, benigno, in situ, incerto
se benigno ou maligno e metastatico. Contudo, a CID-O nao apresenta codigos para outros
tipos de informagdo, como: estadiamento clinico, extensdo da doenca, lateralidade, método de
diagnéstico e tratamento (PERCY et al., 1996).

O sistema TNM foi adotado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), em
1950, assumindo a responsabilidade desse sistema de estadiamento. A classificagdo TNM
utiliza informacgdes acerca da extensdo do tumor primario (T), da auséncia ou presenca € a
extensdo de metastases em linfonodos regionais (N) e de possiveis metastases a distancia (M).

Atualmente, o estadiamento TNM ¢ a base para a orientagdo terapéutica e progndstico do
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tratamento oncologico (NORONHA & DIAS, 1997). Contudo, nem mesmo o TNM ¢ capaz de
predizer o comportamento biologico individual (LOURENCO, 2007; MONTORO et al. 2008).

A escolha do tratamento envolve o paciente e uma equipe multidisciplinar e
multiprofissional (ACS, 2002). Atualmente, diferentes modalidades terapéuticas para o CCE da
laringe sdo utilizadas: 1. A radioterapia ¢ indicada para pacientes em estadios iniciais da
doenga, no qual a presenca de pequenas lesdes pode ser observada. Esta ¢ a mais importante
estratégia de controle locorregional do CCE de laringe; 2. Os procedimentos cirirgicos sao
indicados para os casos mais avancados da doenga, podendo ser dividida em duas categorias; a
laringectomia parcial, que remove apenas parte da laringe e a laringectomia total, que consiste
na remocao total da laringe; 3. A quimioterapia ¢ normalmente utilizada em casos de
metastases, com intuito paliativo. As trés categorias de tratamento podem ser combinadas de
acordo com as necessidades de cada paciente (INCA, 2012).

A cirurgia ¢ considerada um tratamento agressivo, podendo o paciente, inclusive,
perder a voz completamente. Segundo dados do INCA, apenas 30% dos pacientes
laringectomizados sdo capazes de restabelecer um padrao vocal esofagica inteligivel. Cerca de
50% deles se retiram do convivio social incorrendo com frequéncia em desordens psiquiatricas,
afastamento ocupacional e desemprego (NORONHA & DIAS, 1997). Atualmente técnicas
cirirgicas, com associagdo da robodtica, auxiliam numa intervencdo mais precisa e reduzem a
taxa de traqueostomia o que permite uma recuperacdo mais rapida de fungdes como a da
degluticio e reducdo no periodo de internacdes incorrendo em reducdo de infeccdes
relacionadas a saude (IRAS). A mortalidade e morbidade associadas ao CCE de laringe
permanece elevada, causando impacto sobre a qualidade de vida e o custo de tratamento dos
pacientes (DASGUPTA et al., 2012; HANS et al., 2012).

Por isso o conhecimento sobre a epidemiologia, promocao e prevengado, orientacdes
sobre os fatores de prote¢do e de risco, diagnostico precoce e tratamento sdo imprescindiveis
para o rastreamento, deteccdo e intervengdes satisfatorias. Quando diagnosticado em estagios
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iniciais, o cancer de laringe possui um bom prognéstico com alto percentual de cura (80% a
100%) (CARVALHO et al., 2004; CHIN et al, 2004; PARKIN et al., 2005; HADDAD &

SHIN, 2008).

2.4.3. SOBREVIDA

A sobrevida em média dos pacientes com CCE de laringe ¢ de 5 anos, em 50% dos
casos, permanecendo com este perfil nos tltimos 50 anos, apesar dos avangos tecnoldgicos.
Nas ultimas décadas, tem se verificado a progressiva ascensdo das doencas cronico-
degenerativas. Estudos demonstram que pacientes com CCE de laringe avancado e resposta
tumoral a quimioterapia neoadjuvante tém satisfatéria taxa de cura. Isto é importante no que se
refere ao emprego de uma terapéutica com menor nivel de toxicidade (INCA, 2013; HADDAD
et al, 2008). O diagndstico precoce ¢ o meio mais eficaz de que se dispde para melhorar o
prognostico do CCE de laringe e consequentemente aumentar a taxa de sobrevida. Pois quanto
mais tardiamente diagnosticado, o tratamento envolvera interven¢des mais agressivas (SASSI
et al., 2010; RODRIGUEZ, 2010).

A realidade atual revela-nos que mais da metade dos casos de CCE de laringe tem
sido diagnosticada em estagios avangados com drésticas redu¢des na taxa de sobrevida. Esse
cenario € justificado por: profissionais de saide desinformados ou sem habilidade para orientar
corretamente; populacdo pouca informada e com restricdo de acesso a informacgdes sobre o
tema e pacientes que ndo procuram o profissional por medo do diagndstico ou somente o
procuram quando ja sofrem alguma sintomatologia restritiva como disfagia, disfonia,
rouquidao, tosse, dentre outras (HONORATO et al., 2009; MURTHY et al., 2010; INCA,
2014).

Outro aspecto que envolvem a redugdo na sobrevida dos pacientes € a associagdo de
comorbidades e fatores sociais que impactam o sucesso do tratamento, incluindo a baixa
adesdo, acesso restrito aos cuidados de saide e os recursos limitados da gestdo publica
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destinados as terapéuticas (SANTOS et al., 2011). A avaliagdo da sobrevida ¢ complexa, pois a
mesma depende de fatores associados, ndo somente as caracteristicas individuais, mas também
daqueles pertinentes as caracteristicas demograficas de cada regido brasileira. Tal fato
direciona para um olhar critico e amplo sobre a abordagem e a avaliagdo das disparidades dos
territérios, regionalismos culturais, a fim de estabelecer planejamentos acertivos que possam
incrementar acdes em saude consistentes, voltadas para as pessoas e pacientes, alcancando
resultados mais satisfatorios na prevengdo e no cuidado ofertado, levando a um grau de

resolutividade e melhora dos indicadores de sobrevida em Goiania, Goias e no Brasil.

25FATORES DE RISCO

O termo risco refere-se a probabilidade de um evento indesejado ocorrer. Do ponto
de vista epidemioldgico ¢ utilizado para definir a probabilidade de que individuos sem uma
doenga especifica, mas que expostos a determinados fatores de risco (FR) podem desenvolver a
patologia. Nos CCE de laringe parece haver dois comportamentos biologicos diferentes desse
tipo de neoplasia: uma relacionada a fatores como alcool e tabaco, e outra relacionada ao HPV.
Além desses, pode-se dizer que caracteristicas genéticas individuais também contribuem para o
efeito de uma substancia ou agente agressor como responsavel por uma neoplasia maligna
(ACS, 2006; APRIGLIANO, 2006; JOHNSON, 2001; WHO, 2014).

Os fatores de risco para o CCE de laringe podem ser de ordem extrinseca, que
incluem: o tabagismo, passivo ou ativo; o etilismo; a radiagdo solar; Doencas Sexualmente
Transmissiveis (DST); infeccdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV); exposicdo a produtos
quimicos, p6 de madeira, fuligem ou poeira de carvdo e vapores da tinta; traumas recorrentes e
condi¢des ocupacionais, situagdo socioecondomica desfavoravel. Entre os de ordem intrinsceca
encontram-se: a inflamagao cronica da laringe causada pelo refluxo gastroesofagico (RGE); a
desnutricdo ou a anemia por deficiéncia de ferro e a predisposi¢do herdada ou polimorfismo
genético. O conhecimento acerca da suscetibilidade individual para o desenvolvimento do

cancer tem crescido, e muitos estudos tém mostrado a interagdo gene-ambiente na
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carcinogénese (AUERBACH et al., 1970; GOMES-CARNEIRO et al., 1997; REGEZI, 2000;

INCA, 2014).

2.5.1. TABAGISMO

Segundo a World Health Organization (WHO), o tabagismo, isoladamente, é a mais
relevante causa de cancer no mundo (WHO, 2014). O uso do tabaco teve inicio por volta do
ano 1.000 a.C nas sociedades indigenas da América Central, chegando ao Brasil possivelmente
por tribos tupi-guarani. Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de tabaco
em folha, ficando atras apenas da China (REGEZI, 2000; WHO, 2014). Sua apresentagdo ¢ uso
¢ diversa, da inalagdo (cigarro, cachimbo, charuto e cigarrilha), aspirado (rapé) ou massado
(fumo de rolo), segundo informagdes do Ministério da Saude (CANEVARI & ROGATTO,
2004).

Outras formas de consumo do tabaco, além das mais conhecidas, estdio o Paan
(folhas de bétel, planta com origem na India, enroladas com lima, castanha de areca,
condimentos, adogantes e fumo), o bétel (que é um produto apimentado, a base de fumo, usado
para mascar) e o bidi (cigarros com aproximadamente 0,2g de fumo grosseiramente enrolados
em folhas de arvores) (KUMAR et al., 2008; MENEZES et al., 2002; ABDO et al., 2001).

O tabaco Nicotiana tabacum ¢ uma planta da qual além da nicotina, sdo extraidas
cerca de 4.700 substancias toxicas, destas 60 sdo consideradas carcinogénicas. Os principais
agentes carcinogénicos do tabaco podem ser alocados em trés grupos: hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, aminas aromaticas e as N-nitrosaminas (ACHUTTI; MENEZES, 2001;

KIM et al., 2003; GANDINI et al., 2008; INCA, 2012; LEE et al., 2008;).

2.5.2. ETILISMO

O etanol, o alcool presente nas bebidas alcodlicas, é produzido tanto por fermentacao
como pela destilacdo de vegetais, frutas e graos. O consumo deste tipo de bebida ¢ um habito
milenar, que permeia a historia e cultura dos povos. A identificagio dos segmentos
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populacionais mais vulnerdveis ao consumo abusivo de alcool tornou-se relevante, pois a
elevada prevaléncia do consumo deste que o torna um problema de satde publica, com
abrangéncia mundial (WHO, 2012).

No Brasil, observou-se uma forte relacdo entre o consumo excessivo e diario de
alcool e o risco de cancer CCE de laringe. Uma relagdo direta entre dose e efeito, de acordo
com quantidade de ingesta, tempo de duracdo e consumo de alcool, pode ser estabelecida como
FR para o CCE de laringe. Observa-se que em 60% dos casos de CCE de laringe os individuos
sdo etilistas e o0 uso simultaneo de alcool e tabaco aumenta em até 15 vezes o risco da doenca
(SZYMANSKA et al., 2011).

Outro fator muito importante refere-se ao aumento da ingesta para ambos 0s sexos.
Entre 2006 e 2009, foi observado um aumento na propor¢ao de mulheres (12,4% para 19,8%)
que consomem bebida alcoodlica de uma a trés vezes por semana em todas as regides
brasileiras, particularmente na Regido Centro-Oeste (CASTELLSAGUE et al., 2004). O alcool
¢ metabolizado em acetaldeido pelas chamadas alcool-desidrogenases (ADH) e, a seguir, em
acido acético pelas aldeido-desidrogenases (ALDH). Tais conversdes sdo realizadas
principalmente no figado e também no trato respiratorio superior, onde localiza-se a laringe.
H4 evidéncias de que polimorfismos genéticos associados as formas ADHIB e ADHIC, além
de ADH7 e ALDH?2, estao caracterizados como fator de risco para neoplasias do trato
respiratorio superior, CCE de laringe (CANOVA et al., 2009).

O consumo cronico do etanol compromete a consolidacio de uma barreira de
protecao pelas células epiteliais facilitando a entrada de agentes carcinogenos do tabaco,
interferindo de forma deletéria no processo de replicagdo do DNA (CHOI et al., 2008;

HASHIBE et al., 2007; HASHIBE et al., 2009; MARRON et al., 2010).

2.5.3. TABAGISMO E ETILISMO: SINERGISMO
A exposi¢do cronica e associada do tabaco e alcool interfere na biodisponibilidade

de carcindgenos e no grau de agressdo bioquimica e molecular no sitio laringeo. Substancias
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como as nitrosaminas, encontradas na fumaga do tabaco denominadas de pré-carcindgenos,
necessitam ser metabolizadas para exercerem sua funcdo deletéria ao organismo. Quando
ocorre ativacdo metabolica de pré-cancerigenos, os produtos formados, geralmente, sdo agentes
eletrofilicos capazes de reagir com o DNA e incorrer em mutagdes importantes para a

ocorréncia do CCE de laringe (AUDI & PUSSI, 2000; VISONI, 2009).

2.5.4. PAPILOMA VIRUS HUMANO (HPV)

O HPV foi identificado em 1949, at¢ o momento, ha mais de 200 subtipos descritos.
Etimologicamente este virus pertence a familia Papillomaviridae, caracterizada por um diverso
grupo de pequenos virus ndo encapsulados capazes de infectar células epiteliais cutaneas e
mucosas. Possuem aproximadamente 55nm de didmetro e uma cadeia dupla de DNA com um
genoma de cerca de 8.000 nucleotideos limitados por histonas celulares. Os subtipos de HPV
dividem-se de baixo ou alto risco, de acordo com o seu potencial de malignidade (LETO et al.,
2011; FELLER et al., 2010; MARKLUND et al., 2011; MCLAUGHLIN-DRUBIN et al.,
2012; BETIOL et al., 2013).

Este virus pode causar o condiloma acuminado (do grego kondilus = tumor redondo,
e do latim acuminare = tornar pontudo), também conhecido como crista de galo ou verruga
venérea. Em 1996, a WHO ja considerava o HPV como uma importante causa de cancer
cervical, com prevaléncia de cerca de 99,7% dos casos em todo mundo (CASTRO et al, 2004).
A infecdo pelo HPV ¢ altamente transmissivel, tem um periodo de incubagdo variavel, e pode
culminar numa infeccdo latente com baixo potencial de transmissdo, em infe¢do subclinica
ativa sem sinais clinicos ou em infec¢do clinica com potencial de desenvolvimento de lesdes
benignas ou malignas (FELLER et al., 2010; SILVA et al., 2011; HAUSEN, 2009; MARTIN-
HERNAN et al., 2013).

Dentre as DSTs, a infec¢do pelo HPV € a mais comum, na sua maioria assintomatica
e eficientemente controlada pelo sistema imunolégico. Estima-se que cerca de 2/3 das pessoas

que tenham contato sexual com portadores do virus serdo infectadas. A infe¢do oral pelo HPV
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da-se por contato oro-genital ou salivar (FELLER et al., 2010; SILVA et al., 2011). O HPV ¢
considerado um virus com genes que codificam proteinas com potencial oncogénico. Sao
varios os subtipos de HPV relacionados as lesdes em cavidade oral benignas e malignas. Os
subtipos mais associados ao desenvolvimento do cancer oral sio os HPVs 16 ¢ o 18 com
relevancia para o 16 (RAUTAVA et al., 2012; SYRJANEN et al., 2011; ISAYEVA et al.,
2012; CHATURVEDI, 2012; NELKE et al., 2013). A TARC avaliou a participacao do HPV na
tumorigénese e concluiu que ha evidéncias suficientes sobre o papel subtipo 16 na
carcinogénese do CCE de laringe (RAGIN et al., 2007; IARC, 2014).

Os genomas dos HPVs subtipos 16 e 18, caracterizados como de alto risco
oncogénico, possuem genes, cujos produtos correspondem a duas oncoproteinas (E6 ¢ E7),
quando expressas nas células epiteliais infectadas pelo HPV, E6 e E7, vao implicar no aumento
de proliferagdo e diferenciacdo. Quando estas oncoproteinas sdo expressas a partir das células
com HPVs de baixo risco, a sua ativagdo pode induzir tumores benignos. Por outro lado, em
uma infec¢do de células com HPVs de alto risco, estas oncoproteinas podem de induzir
lesdes epiteliais como displasias e cancer (PINTO et al., 2011; FELLER et al., 2010;). Nas
células infectadas pelos HPVs de alto risco, a oncoproteina E6 induz a inativa¢do do gene
supressor tumoral, p53, enquanto oncoproteina E7, pertencente a familia de proteinas Rb,
induz a inativacao da apoptose.

A instabilidade gendmica se agrava por efeitos aditivos de um ou mais co-fatores, o
que conduz a um crescimento preferencial das células afetadas que se carateriza por um
incremento progressivo e descontrolado do tumor (D’SOUZA et al., 2007; FELLER et al.,
2010; FARIDI et al., 2011; CHATURVEDI, 2012). O papel da predisposi¢ao genética no
CCE de laringe tem sido bem documentado através de estudos das sindromes de multiplos
neoplasmas, estudos de multiplos tumores primarios e estudos da historia familial de cancer
(TRIZNA & SCHANTZ, 1992; SPITZ et al., 1994; BONDY et al., 1993, CANOVA et al.,
2009, SORIANO et al., 2011).
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2.5.5 ASPECTOS SOCIOECONOMICOS, SAUDE BUCAL E DIETA

Os pacientes com CCE de laringe, segundo alguns estudos, estdo associados com
piores condicdes socio-econdmicas, nivel de escolaridade menor ou igual a 7 anos, desnutrigdo,
historico de familiares de primeiro grau com CCP, saude bucal insatisfatoria, exposicdo as
doengas periodontais recorrentes e as doencas infecciosas virais e bacterianas e,
consequentemente a ciclos continuos de reparo tecidual e inflamagdo (BISHT & BIST, 2011;
D’SOUZA et al, 2007; PRADO et al., 2010).

Outros fatores como perda da denti¢do precoce e o trauma mecanico cronico podem
contribuir para o desenvolvimento de neoplasias na cavidade oral, pois levam a alteragdo e
desequilibrio da microbiota oral, favorece a redu¢dao de nitritos a nitratos e a producao de
acetaldeido, estes produtos podem influenciar na replicacdo do DNA, secundario aos efeitos na
superficie do epitélio decorrentes do aumento da frequéncia de divisdes celulares no tecido
(KARIN et al., 2006; ABNET et al., 2005). A atividade ocupacional tem merecido destaque
nos estudos em oncologia, nos quais o nexo-causal associa fatores etiologicos para o CCE de
laringe, tais como: exposi¢do ocupacional ao amianto, fumos de solda, silica cristalina livre
respiravel, fuligem (de carvao mineral, coque, madeira e 6leo combustivel), fumos em geral e
contato com animais (INCA, 2011).

A caréncia de folato, presente em frutas e vegetais e o elevado consumo de carne
vermelha estdo associados ao aumento do risco de varios tipos de cancer, entre eles o CCE de
laringe, pois existem carcindgenos que podem interferir na sintese, reparo e metilagdo do DNA
(DUTHIE, 2011). Por outro lado, a dieta rica em cereais integrais, frutas e verduras, e pobre
em alimentos processados, associada a um estilo de vida saudéavel pode proteger o individuos
contra danos oxidantes no DNA, uma vez que esses alimentos possuem propriedades
antioxidantes e anticarcinogénicas protetoras (PAVIA et al., 2006; PRADO et al., 2010;).

Uma pequena parcela de pacientes com CCE de laringe, cerca de 10%, sdo
individuos que nunca fumaram ou beberam ou tiveram exposi¢do significativa a esses fatores
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de risco, ambientais e/ou ocupacionais. No entanto este grupo de pacientes sofreu forte
influéncia de eventos como a infec¢do oral pelo HPV e a heranga genética no desenvolvimento

do CCE de laringe (D’SOUZA et al., 2007).

2.6 ASPECTOS GENETICO-MOLECULARES

Dentre os fatores de ordem molecular e genética descritos como predisponentes e
que elevam a suscetibilidade individual ao desenvolvimento de neoplasias malignas estdo: os
genes p53, TP21 e a TP16, telomerase, bcl-2, entre outros, como a presenca ou associacao de
virus oncogénicos, como o HPV e o EBV (Epstein-Barr Virus) (WALL et al., 2007;
VENTURY et al., 2004; FELLER et al., 2009; WHO, 2012).

A biotransformacdo de xenobidticos, como tabaco e alcool, envolvem reagdes
bioquimicas especificas, em que cada etapa conta com a participagdo de cascatas enzimaticas
altamente ordenadas. Uma anormalidade nos genes codificadores da producdo enzimatica
responsavel pela biotransformacdo desses xenobiodticos pode gerar alteracdo quanto a sua
biodisponibilidade e excre¢dao (AUDI, 2000).

Um grupo de genes responsavel pela codificacdo dessas enzimas que ajudam na
eliminagdo de xenobidticos sdo os do sistema citocromo P450. Porém, ao que parece, o
processo € extremamente complexo, uma vez que existem dezenas de polimorfismos da familia
citocromo P450 (AUDI, 2000).

As variagdes mais comuns entre os individuos sdo do tipo Polimorfismo de um
Unico Nucleotideio (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP), nas quais a diferenca
encontrada envolve uma tnica base no DNA que, durante o processo de codificagdo, podera ou
ndo dar origem a uma enzima (NURFADHLINA et al., 2006). Fatores raciais tém sido
importantes para detectar a frequéncia de um determinado polimorfismo estudado. Assim,
alguns polimorfismos podem sofrer grandes variagdes quando comparados entre populagcdes
distintas (SORIANO et al., 2011).

Uma nomenclatura especial foi desenvolvida para o Sistema Citocromo P450, das
mais de 700 familias de CYP, cerca de 110 estdo presentes em animais. De acordo com The
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Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Database, foram descritas até o ano de
2007 nove familias e 29 subfamilias. Atualmente, sdo descritas 18 familias e mais de 40
subfamilias (SIM; INGELMAN-SUNDBERG, 2001; AYESH, et al., 1984).

Estudos indicam que a patogénese de um cancer tem origem e progresso clinico
distintos. A agrega¢do familiar tem sido considera co-responsavel pelos polimorfismos
genéticos de enzimas metabolizadoras de xenobioticos, como os que incluem as enzimas da
superfamilia Citocromo P450 (CYP450), as Glutationas S-Transferases (GSTs) ou o
polimorfismo do gene p53, importante supressor de tumor (TSANTOULIS et al., 2007; UPILE
etal., 2012; INCA, 2012; FRANCA et al., 2012).

O etilismo ¢ outro fator de grande relevancia para a carcinogénese laringea. O uso
abusivo do alcool estda amplamente relacionado a supressdo imunologica e a desnutrigao,
aumentando consideravelmente a suscetibilidade aos carcindgenos ambientais como o tabaco.
O tabagismo e o etilismo, quando associados, possuem uma forte relagdo sinergistica de dose-
resposta aumentando o risco relativo de cancer laringeo, especialmente no desenvolvimento de
tumores supragloticos (NORONHA & DIAS, 1997). A exposicdo ao vapor de acidos
inorganicos fortes ¢ um carcindgeno ocupacional conhecido para o cancer de laringe. A
evidéncia associando a exposi¢do a asbestos e canceres de laringe sdo controversos. Inimeros
agentes adicionais, incluindo niquel, cromo, HPAs e p6 de madeira tém sido implicados na
iniciagdo e promocdo de cancer laringeo (MARCZYNSKI et al., 2000; AUSTIN &
REYNOLDS, 1996).

Alguns genes humanos tém relacdo direta com o genoma viral do HPV, amplamente
associado ao desenvolvimento de tumores cervicais, como colo uterino, € ao desenvolvimento
de carcinoma espinocelular de cabega e pescogo. Os oncogenes virais £6 e E7 encontrados
integrados ao genoma de células cervicais cancerosas, resultam na estabilidade da expressao
das oncoproteinas e6 e e¢7 dos HPVs de alto risco conhecidas pelo seu envolvimento na
iniciacdo e manutencdo de varias neoplasias cervicais. Basicamente, a ligacdo de e6 a p53
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estimula a degradacdo de p53 celular, enquanto que a proteina e7 altera o controle do
crescimento celular ligando-se a proteina rb, inibindo a sua funcdo. A perda da fungdo de
supressao tumoral dos produtos dos genes TP53 ¢ RB podem contribuir significativamente para
a carcinogénese (CEROVAC et al., 1996; KARLSEN et al., 1996; NAIR & PILLAI, 2005;
NIV et al., 2000; NODA et al., 1998).

A agregacao familial dos canceres da laringe tem sido descrita em varios estudos,
que sugerem um polimorfismo genético das enzimas metabolizadoras de agentes carcindgenos
(DALTON et al., 2000; UNO et al., 2001). Adicionalmente, a expressdo dessas enzimas pode
ser também relevante, particularmente para os tumores de cabeca e pescogo, onde a dieta, o
fumo, o alcool, a infecgdo por HPV ou a inflamagdo s3o capazes de induzir a atividade de
enzimatica especifica no orgdo alvo. As enzimas que metabolizam agentes carcinogénicos
encontrados no tabaco, no alcool e nos produtos quimicos agregados aos alimentos estdo
comumente relacionadas ao processo de carcinogénese da laringe (SANTIAGO, 2002;
ANKATHIL et al., 1996; FOULKES et al., 1995).

Variagdes genéticas que sdo responsaveis pela sintese de enzimas envolvidas no
metabolismo da nicotina podem influenciar significativamente no comportamento do habito de
fumar, no metabolismo das drogas de uma maneira geral, e também na ativa¢do de substancias
carcinogénicas encontradas na fumaga do tabaco (WHO, 2012). E desconhecida a razdo para a
consideravel diversidade na carcinogénese, comportamento clinico € invasdao dos tumores nos
diferentes sitios anatdmicos, mas provavelmente estd relacionada a alteragdes funcionais de
diferentes conjuntos de genes. Apesar da elevada frequéncia da doenca e da diversidade no
comportamento bioldgico, ainda ndo estdo completamente estabelecidas quais alteragdes
genéticas estdo envolvidas na transformagdo ou progressao das lesdes de cabeca e pescoco
(JEMAL et al., 2011).

O processo de carcinogénese da-se em varias fases e baseia-se na transicdo de uma
célula normal para uma célula pré-maligna que prolifera de forma independente. Esta transicao
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acarreta uma variedade de alteragdes cumulativas que gradualmente vdo aumentando o
potencial de malignidade celular. Assim se dd a transicdo sequencial de hiperplasia, para
displasia ligeira, displasia moderada, displasia severa e cancer (SANTOS et al., 2011;
TSANTOULIS et al., 2007).

A carcinogénese divide-se em quatro fases distintas: Iniciagdo - provoca alteragoes
celulares irreversiveis como resultado da acdo dos agentes carcinogénicos sobre o DNA
celular; Promocao - causa uma frequente divisao das células iniciadas; Transformacao maligna
- o controlo fisiolégico da proliferacdo celular e de variadas atividades bioldgicas ¢ perdido,
devido ao acimulo de muta¢des em genes que controlam a integridade do DNA durante os
processos de divisdo e de transcri¢do; Progressdo - devido a uma sequéncia de alteracdes que
vao surgindo, as células malignas obtém potencial metastatico e invasor dos tecidos vizinhos
(SANTOS et al. 2011).

Com o declinio nas taxas de mortalidade e fecundidade, estima-se que o Brasil, no
ano de 2025, tera a sexta populagdo mais idosa do mundo. Medidas de prevengao e diagnostico
precoce para a doenga sdo, portanto, emergenciais. Os tumores de cabega e pescoco, t€ém uma
alta incidéncia no Brasil e a taxa de sobrevida de cinco anos permanece uma das menores entre

os principais tipos de cancer (INCA, 2014).

Polimorfismos em genes que metabolizam xenobiodticos € em genes de reparo do
DNA podem alterar o resultado da exposi¢do e, a frequéncia de alguns destes polimorfismos
diferem significativamente em diferentes grupos étnicos e/ou populagdes. Habitos culturais ou
formas diferentes de exposicdo aos agentes agressores também podem diferir entre estes
grupos. Isso sugere que a ancestralidade, pode também ter influéncia sobre a suscetibilidade ao
CECCP (INCA, 2013).

Por isso, torna-se fundamental a realiza¢do de estudos genéticos para um melhor
conhecimento do perfil bioldgico de pacientes com a doenga. A maior parte dos estudos

moleculares ¢ realizada em tumores de diferentes localizagdes anatomicas, o que dificulta o
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estabelecimento de correlagdes entre os achados genéticos e os pardmetros histopatologicos.

O papel da predisposi¢do genética no carcinoma da laringe, bem como em outros
tumores da cabeca e pescoco, tem sido bem documentado através de estudos das sindromes de
multiplos neoplasmas, estudos de multiplos tumores primarios e estudos da histdria familial de

cancer (TRIZNA & SCHANTZ, 1992; SPITZ et al., 1994; BONDY et al., 1993).

2.6.1. A FAMILIA DO GENE CITOCROMO P450 (CYP)

Substancias como as nitrosaminas, encontradas na fumaca do cigarro, que também
sdo encontradas em produtos industrializados, de modo particular em defumados, assim como
podem ser produzidas endogenamente, foram classificadas como pré-cancerigenas, devido ao
seu efeito carcinogénico, resultante do processo ativagdo metabdlica. A expressdo aumentada
dos niveis de CYP2A3 em alguns tecidos em particular indica a atividade indutora das
nitrosaminas (ABDO et al., 2001).

O etanol provoca aumento da permeabilidade das células da mucosa aos agentes
carcinogenos contidos no tabaco, assim como entre as nitrosaminas e hidrocarbonetos, pela
agressao celular produzida pelos metabolitos de etanol (aldeidos), deficiéncias nutricionais ou
diminui¢do dos mecanismos locais de defesa. O estudo do alcool na génese do CCE de laringe
mostra que ele atua tanto como fator de risco independente ou como fator sinérgico com o
fumo. O etanol inibe o clereance de primeira passagem das nitrosaminas e seletivamente inibe
o CYP 2EI, um dos principais responsaveis pelo metabolismo no figado dos ratos, o que
aumenta, dessa forma, a exposicao do es6fago e da mucosa bucal as nitrosaminas, aumentando
alquilagio do DNA esofagico (SZYMANSKA et al., 2011).

O etanol tem demonstrado um crescente alquilacio do DNA em tecidos
extrahepaticos, produzido pela exposi¢do as nitrosaminas € uma decrescente alquilacdo do
DNA hepatico. Estudos que realizaram a correlagao entre mutagdes nos genes 7P53 ¢ P16 com
polimorfismos de CYPIAI e GSTM1, demonstrou que a prevaléncia de mutagdes no TP53 foi

alta em lesoes de CCE de laringe em pacientes que fumavam mais de 30 magos de cigarro por
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ano, quando comparado a tumores de pacientes que fumavam um niimero menor ou igual a 30
macgos por ano. Também foi encontrada associacdo estatisticamente significativa entre a
prevaléncia de mutagdes do TP53 em tumores orais com os polimorfismos do CYPIAI e das
GSTM1, o que ndo foi observado para a associacdo destas com a pl/6, demonstrando, assim,
que a indugdo de mutagdes em genes supressores de tumor pode estar associada a exposi¢cdo a
carcindgenos e a polimorfismos de genes de enzimas que metabolizam xenobioticos
(SZYMANSKA et al., 2011).

Existem poucos trabalhos publicados na literatura que fazem correlagcao entre os
genes que codificam as enzimas CYP, seus possiveis polimorfismos, a expressdo dessas
proteinas e a influéncia da sua atividade enzimatica na carcinogénese de CCE de laringe, seja
tanto para lesdes com potencial pré-maligno até para tumores orais com potencial bastante
agressivo (LAZARUS et al., 1998; RIBEIRO-PINTO, 2000). A importancia do estudo dos
fatores de risco para o CCE de laringe justifica-se pela necessidade de se programar atividades
preventivas para diminuir sua incidéncia em regides e paises em que ela ainda se mantém alta,
como no Brasil. A agdo quimiopreventiva foi descrita como a possivel prote¢do contra a acao
nociva dos radicais livres nas células (O2, HoO», OH), resultantes das reagdes de oxiredugao
(REGEZI, 2000).

O estresse oxidativo, que consiste no efeito cumulativo dessas espécies reativas do
oxigénio, pode levar a mutagdes e conduzir a carcinogénese. No entanto, até o presente
momento, ndo foi descrita nenhuma intervencao clinica efetiva no processo da carcinogénese
que fosse capaz de inibir enzimas CYP e/ou induzir a expressio de GSTs (Glutationa
transferase) € NATs (N-acetil transferase), demonstrando, assim, a necessidade de ser
realizada a testagem de produtos naturais ou outros compostos que sejam capazes de provocar

ou estimular essas reagdes (ABDO et al., 2001; RINALDI et al., 2002).

2.6.2 . OS GENES GSTM1, GSTT1 e GSTP1

Virios genes polimoérficos que codificam enzimas envolvidas na biotransformacao
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de carcindgenos tém sido associados ao desenvolvimento do cancer (LEAR et al., 1996). Trés
genes em particular, GSTM1, GSTT1 e GSTP1 que codificam enzimas da fase II pertencentes a
familia da Glutationa S-transferase (GSTs), parecem relevantes para a suscetibilidade ao
cancer, pois atuam na destoxificacdo de metabdlitos reativos de substincias carcinogénicas
presentes no ambiente. Os genes GSTM1, GSTTI e GSTPI sao polimérficos na populacio
humana (WILKINSON et al., 1997; NORPPA, 2003). Individuos portadores da delecdo do
alelo GSTMI e/ou do GSTTI em homozigose podem apresentar suscetibilidade para
desenvolver alguns tipos de neoplasias, principalmente os tumores etiologicamente
relacionados aos modos e habito de vida devido a redugdo nos processos de detoxificagdo
(BOARD et al., 1990; MILLER et al., 2002; GARCIA-CLOSAS et al., 2005).

O gene GSTM1 ¢ polimoérfico na populagdo humana, pode ter sua expressdo anulada
devido a uma grande dele¢@o génica, e dois outros funcionais (GSTMIA e GSTM1B) (ROSSIT
et al., 2000; DRUMMOND et al., 2004). Na populagdo humana o gene GSTTI ¢ também
polimorfico, podendo apresentar gendtipo nulo por delecdo. Individuos que apresentam
genoétipo nulo desses genes em homozigose agrupam-se no fenotipo conjugador negativo, uma
vez que ocorre perda completa da atividade enzimadtica, enquanto os que apresentam pelo
menos um alelo funcional agrupam-se no fenétipo conjugador positivo (PEMBLE et al., 1994;
ROSSIT et al., 2000; DRUMMOND et al., 2004).

Desse modo, a variabilidade individual em genes relacionados aos processos de
ativacdo e detoxificacdo metabolica parece crucial na suscetibilidade ao CCE de laringe.
Diversos autores sugerem a influéncia dos gendtipos nulos dos genes GSTTI e GSTMI na
carcinogénese em CCE de laringe (ROSSIT et al.,, 2000; DRUMMOND et al., 2004;

MINNARD et al., 2006; OUDE at al., 2006).

2.6.3. GENE TP53
Uma importante categoria de genes envolvidos no processo de carcinogénese ¢

conhecida como genes supressores tumorais que agem normalmente como reguladores
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negativos da proliferacdo celular. Um dos principais genes representantes desta categoria € o
gene TP53 cuja mutagdo ou inativacao estd implicada no surgimento do cancer (OLIVEIRA,
2005; VAZQUEZ et al., 2008).

O gene TP53 foi descoberto em 1979, e descrito como o primeiro gene supressor de
tumor a ser identificado em um estudo com células transformadas pelo virus simio 40 (SV40),
apresentando forte associacdo ao antigeno 7, com elevados niveis de expressao em tumores e
células alteradas (GALLI et al, 2009). Localizado no brago curto do cromossoma 17 (17p13.1),
o gene TP53 possui uma estrutura com 11 éxons e um tamanho de aproximadamente 20 kb. O
TP53 ¢ responsavel pela codificacdo da proteina p53, uma fosfoproteina composta por 393
aminoacidos e massa molecular de 53kDa, que faz parte de uma familia de genes altamente
conservados, a qual inclui pelo menos outros dois membros: P63 ¢ P73. E um fator de
transcri¢do de ligacdo especifico de uma sequéncia de DNA, estd envolvido em muitas fungdes
relacionadas a manutencdo da integridade celular apds danos ao DNA e controle do ciclo
celular e age como principal controle de crescimento e divisao celular. Disfun¢des desse gene
estdo envolvidas em muitos tipos de tumores, incluindo CCE de laringe (ORSTED et al., 2007)

O gene TP53 também promove um checkpoint de S para G2, que depende da
integridade do dominio c-terminal do gene. Portando, quando 7P53 sofre mutacdes, as c€lulas
com danos no DNA, que por um processo de selecdo natural favoravel podem desencadear a
transformagao maligna, escapam do reparo destes danos e de sua destruicdo, podendo iniciar
um clone maligno. Apesar de ser observada principalmente em células somaéticas, a
importancia médica do gene TP53 ¢ inegavel, primeiro porque a deteccdo de mutacdes pode
ser indicadora do diagnostico e do progndstico, segundo porque ¢ um alvo perfeito para
revengdo, o que estimula as abordagens de terapia génica (PARTRIDGE et al., 2007;
VAZQUEZ et al., 2008). Adicionalmente, a p53 € capaz de acionar o reparo de danos causados
ao DNA por agentes genotoxicos, desempenha importante papel na angiogénese e regula o
estresse oxidativo da célula (ORSTED et al., 2007)
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Em adicdo as mutagdes, muitos estudos tém focado os polimorfismos do gene TP53
como fatores de risco na carcinogénese. Estao depositados no banco de dados da International
Agency Research on Cancer (IARC) sequéncias nucleotidicas de 14 diferentes tipos
polimorficos do gene TP53, sendo que um destes polimorfismos acomete o codon 72, no éxon
4 deste gene supressor tumoral. Na realidade, o polimorfismo do cdédon 72 de TP53 ¢ um
Polimorfismo de um Unico Nucleotideo (SNP do inglés, Single Nucleotide Polymorphism) o
qual resulta na expressdo da proteina p53 contendo os aminoacidos Arginina ou Prolina. Estas
variantes de p53 apresentam diferentes propriedades bioquimicas e bioldgicas, € por isso, sdo
bastante pesquisadas no campo da oncologia molecular de diversas neoplasias (IARC, 2012;
GALLI et al, 2009).

As mutagdes no gene TP53 tém sido encontradas em quase todos os tipos de cancer
em varias frequéncias e diferentes em sua natureza. Nas células que apresentam inativacao da
proteina p53, a célula torna-se incapaz de detectar e restaurar possiveis danos ao DNA, dessa
maneira, a divisao celular se mantém sem que ocorra um reparo. Em consequéncia a isto, a
frequéncia das mutagdes, rearranjos cromossdmicos e aneuploidias sdo aumentados, € o
acumulo destes eventos mutacionais possa ser causa encoberta para o desenvolvimento de um
fendtipo neoplasico e provavelmente, no desenvolvimento de cancer (GLEICH, SALAMONE,
2002). Especula-se que essas variacdes alteram a estrutura e a fun¢do da proteina p53. Por
exemplo, o alelo Pro induz apoptose com cinética mais lenta e reprime transformag¢des menos
eficientes quando comparado ao alelo Arg reiterando um aminoacido Arginina (CGC; Arg72) e
um Prolina (CCC; Pro72), correspondendo a arginina/prolina (Arg72Pro). O polimorfismo
ocorre por simples substituicdo de uma base no cddon que resulta em alteracao estrutural da
proteina p53. Varios autores t€ém demonstrado que a presenca de Arg72Arg confere maior risco
de desenvolvimento de tumores, como em canceres de bexiga, cérvix uterino, mama entre
outros (THOMAS et al., 1999).

Em células infectadas pelo HPV, a proteina E6 associada ao cancer liga-se a proteina
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pS3 e promove sua degradacdo, através de um sistema ubiquitina proteolitica, alterando a
atividade da p53 nos processos de tumorigénese, regulacdo da transcricdo, ativagdo da
telomerase e apoptose, acarretando um descontrole do ciclo celular demonstraram que
pacientes os quais eram homozigotos para o alelo Arg apresentavam risco de desenvolver CCE
de laringe cerca de sete vezes maior que pacientes homozigotos para Pro. Isto sugere que ndo
apenas a presenca de infeccdo por HPV, mas uma diferenca na estrutura da p53 possa ser um
importante fator a ser considerado para carcinogénese de CCE de laringe. Isto também implica
que a genotipagem dos alelos Arg72Pro em pacientes com (SIL) possa permitir selecionar
pacientes com alto risco para CCE de laringe invasivo, visto que a lesdo intraepitelial escamosa
seja uma lesdo pré-maligna que pode evoluir para o cancer invasivo. Entretanto, em recentes
estudos amostras cervicais normais e com lesdes de alto e baixo risco, ndo foi possivel associar
a presenca do polimorfismo do gene 7P53 no cddon 72 e a frequéncia dos alelos Arg e Pro
com o aumento do risco para CCE de laringe (WHIBLEY et al., 2009).

Outro estudo, avaliando 9.219 participantes para o polimorfismo de 7P53, concluiu
que os individuos homozigotos para Pro tem um aumento médio de 3 anos na sobrevida,
quando comparados com os homozigotos para a Arg (ORSTED et al., 2007). No tratamento de
pacientes com CCE de laringe, o gene TP53 ¢ considerado um dos fatores mais importantes no
mecanismo de morte celular por agentes citotoxicos, e, portanto, tem um papel destacado na
resposta radioterapia e a quimioterapica. Estudos moleculares em diferentes tumores sugerem
que a variante Pro poderia ser particularmente detectada em algumas proteinas p53 com
fungdes anti-proliferativas. Adicionalmente, a variante p53Pro parece conferir uma resposta
ineficaz a quimioterapia, resultando na redug¢do da sobrevida relativa e num prognostico
desfavoravel para o paciente apds a aplicagdo da terapia antitumoral (VAZQUEZ et al., 2008).

As avaliagdes do status do polimorfismo de 7P53 frente as variaveis suscetibilidade,
resposta terapéutica, mortalidade e sobrevida em individuos portadores de cancer e saudaveis,
apresentam dados com significancia reduzida. Existe uma tendéncia em considerar o alelo Arg
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como fator protetor em potencial para a suscetibilidade aos canceres em geral e que os
portadores deste alelo apresentam uma resposta terapéutica eficiente. Por outro lado, pacientes
com cancer parecem sobreviver por mais tempo quando apresentam o alelo Pro em seus
genoétipos (VAZQUEZ et al., 2008; PARTRIDGE et al., 2007; ORSTED et al., 2007; RODIER
et al., 2007).

O padrao de atividade e capacidade indutora dessa enzima em humanos, relacionada
a formacgao de metabolitos de HPAs capazes de reagir com a molécula de DNA ¢, portanto, de
grande importancia para a estimativa do risco de desenvolvimento de cancer. Tais estudos
sugerem quais fatores podem aumentar ou diminuir o risco individual no desenvolvimento da
resposta do organismo decorrente da exposi¢do aos agentes quimicos ambientais. O trabalho
justifica-se pela necessidade de associar os fatores genético-moleculares observados em
pacientes diagnosticados com CCE de laringe, no Hospital Araujo Jorge (ACCG), segundo
habitos tabagista e etilista. Tais conhecimentos poderdo ajudar na elucidacdo dos diversos
mecanismos relacionados ao metabolismo de xenobidticos e da predisposi¢do ao
desenvolvimento tumoral, de acordo com o estilo de vida e fatores de risco potencialmente

associados.
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3 OBJETIVOS

31 OBJETIVO GERAL

e  Avaliar as caracteristicas genotipicas e epidemioldgicas do Carcinoma de Células
Escamosas (CCE) de Laringe, sua relagdo com o Papiloma Virus Humano (HPV) e o perfil
polimérfico em pacientes de um Hospital referéncia no diagndstico e tratamento de pacientes

com cancer no Brasil Central.

32 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os polimorfismos genéticos de CYPIAImI em grupos de caso- controle
dos pacientes diagnosticados com CCE de Laringe pelo Servico de Cabeca e Pescogo da
referida instituigao;

e  Analisar os polimorfismos genéticos de GSTM1 e T1 em grupos de caso- controle
dos pacientes diagnosticados com CCE de Laringe pelo Servico de Cabeca e Pescoco da
referida institui¢ao;

e Analisar os polimorfismos genéticos do TP53 ¢ sua possivel associagdo com a
infec¢do pelo HPV em pacientes diagnosticados com CCE de Laringe pelo Servigo de Cabeca e
Pescoco da referida instituicao;

. Analisar os dados socio demograficos, clinicos e estilo de vida dos pacientes
diagnosticados com CCE de Laringe pelo Servigo de Cabeca e Pescoco da referida instituicdo, a

fim de buscar uma possivel associagdo entre estes dados e as sobrevidas especificas.
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4 METODOS

41 TIPO E LOCAL DO ESTUDO

A presente avaliagdo consiste em estudo caso-controle, retrospectivo, conduzido no
LaGene - Laboratorio de Citogenética Humana e Genética Molecular, LACEN — Laboratorio
Central Dr Giovanni Cysneiros / Secretaria de Estado da Saude / Governo do Estado de Goias
e no NPR - Nucleo de Pesquisas Replicon do Departamento de Biologia / Departamento de
Biologia / PUC-GO — Pontificia Universidade Catdlica de Goids em conjunto com o Registro
de Cancer de Base Populacional da ACCG -Associagdo de Combate ao Cancer em Goids /

HAJ - Hospital Aratjo Jorge.

42 ASPECTOS ETICO-LEGAIS

Tanto os individuos do grupo controle, quanto os individuos do grupo teste receberam
informagdes sobre os objetivos deste estudo e assinaram o termo de consentimento pds-
informacdo e responderam individualmente um questionario, previamente aprovado pelo
comité de ética em Pesquisa envolvendo seres humanos do Hospital Aratjo Jorge / ACCG e da
PUC-GO (Anexo 01), com respeito a historia individual de exposi¢do a fatores ocupacionais,

ambientais e habitos de vida.

43 GRUPO AMOSTRAL

O grupo teste (GT) foi constituido por 63 individuos de ambos os sexos. As amostras
foram obtidas junto ao Servico de Cabega e Pescoco do HAJ e os controles (GC), constituido
por 49 individuos, foram obtidos fora do HAJ, como sendo individuos da mesma comunidade,
preferencialmente do Hospital de Urgéncias de Goidnia - HUGO, do Hospital Geral de
Goiania - HGG e da Santa Casa de Misericérdia de Goiania. No HAJ foram selecionados os

casos de cancer primario da laringe por ocasido do diagnostico, anteriormente ao inicio do
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tratamento. O grupo controle, combinado por sexo e idade foi utilizado como um grupo para

comparagdo, quando necessaria, com os resultados obtidos nos casos testes.

44 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DAS AMOSTRAS

Todos os individuos foram previamente selecionados sob a condi¢do de ndo terem
sido submetidos a radioterapia ou quimioterapia. Foram excluidos os individuos cujo DNA ndo
apresentou boa qualidade para a realizacdo das analises moleculares. No caso dos pacientes,
também foram excluidos aqueles cujo laudo histopatoldgico de cancer de laringe (CID-O: C32)
da amostra tumoral ndo confirmou a presenca de malignidade. Foram excluidos do estudo

individuos-controle que apresentem ou ja apresentaram qualquer tipo de neoplasia.

45 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Subsequente a entrevista, foram coletados 10mL de sangue periférico heparinizado,
colhidos em tubos falcon de 14mL, sendo posteriormente processados a 5000.g r.p.m. durante
15 minutos. A partir dessa etapa, o anel leucocitario foi aspirado e armazenado em microtubos,
preservados a -20°C, para posterior analise. Dos casos testes, amostras frescas de tecidos
(bidpsia ou espécime cirargico) foram obtidas para posterior analise de identificagdo e
genotipagem do HPV. As amostras de tecido tumoral foram avaliadas por um patologista para
confirmar a presenca de malignidade, posteriormente, foram armazenadas em frascos estéreis e
estocadas em condi¢des ideais de temperatura e conservacdo (-80°C). A classificagdao
histopatologica foi realizada de acordo com a ICT (do inglés: International Classification of
Tumors). O estadio clinico foi determinado pelo estadiamento TNM (referente a extensao ou

presenca de T: tamanho, N: nddulo e M: metastase) do cancer.
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4.6 ANALISE MOLECULAR E ELABORACAO DOS ARTIGOS

O estudo molecular foi conduzido no LaGene - Laboratério de Citogenética Humana e
Genética Molecular, LACEN/SES e Nucleo de Pesquisas Replicon, Departamento de Biologia/
Departamento de Biologia/PUC-GO. Os artigos cientificos que serdo apresentados em
RESULTADOS foram elaborados reunindo e dividindo os dados obtidos pelo presente estudo.
Primeiramente, no Artigo 01, os dados moleculares para os polimorfismos de CYPIAI, GSTM1
e GSTTI foram associados aos dados socio-demograficos e do estilo de vida dos pacientes
investigados. Porém, no Artigo 02, os dados moleculares para o gene TP53 ¢ a investigacao
quanto a contaminagdo do papilomavirus humano (HPV) e os fatores de risco investigados, bem
como os dados clinicos. Finalmente, o Artigo 03 apresenta os dados do perfil clinico-

epidemioldgico com prevaléncia e sobrevida dos pacientes diagnosticados com CCE de laringe.

47 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos, epidemioldgicos e moleculares, de casos e controles, foram

®
tabulados em planilhas do software Excel (2013). A avaliagdo das frequéncias alélicas e

genotipicas das populagdes casos e controle, o Equilibrio de Hardy-Weinberg e a sua

®
diferenciagdo génica e genotipica foi realizada com o auxilio do software SPSS (IBM). O

teste do X2 de homogeneidade foi utilizado na comparagdo entre os dados sdcio-demograficos
(idade, sexo, habitos tabagista e etilista). O teste foi realizado em tabelas de contingéncia 2x2 e
3x2. Adicionalmente, pode-se avaliar a chance de risco entre os marcadores polimorficos de
CYPIAImI, GSTMI/TI e TP53 e ainda da presenca de HPV em pacientes com cancer da
laringe pelo teste de Odds Ratio, com intervalo de confianca de 95%. A sobrevida também foi
calculada de acordo com os genétipos dos pacientes, para isso foi utilizado o método da Tabua
de Vida Atuarial e posteriormente o teste de logrank utilizando o software GrahPad Prism®

(Versao 4.0).
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S RESULTADOS

Artigo 01 - Submetido a Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention, Medicina 1:
Qualis A2, Fator de Impacto (2014): 4.125.

Alcohol and tobacco consumption and the genetic polymorphism of CYP and GST in
patients with cancer squamous cell laryngeal
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Resumo

O estudo dos fatores de risco para o cancer de laringe justifica-se pela necessidade de se propor agdes
preventivas, visando a diminuigdo de sua incidéncia em regides ¢ paises em que ela ainda se mantém
alta, como no Brasil. O objetivo deste estudo foi analisar os polimorfismos genéticos de CYPIAImI,
GSTM1 e GSTTI em grupos de caso-controle dos pacientes diagnosticados com carcinoma de células
escamosas de laringe, em pacientes atendidos pelo Hospital Aratjo Jorge, servico de referéncia em
diagnostico e tratamento de cancer no Brasil Central. Foram analisados ao todo 63 pacientes em um
periodo de 10 anos. Quanto ao gene CYPIAI foram observadas frequéncias alélicas de 58,9% e
56,1%, para o alelo selvagem T e 41,1% e 43,9% para o alelo mutante C, em casos ¢ controles. Para os
genes GSTs foram encontradas frequéncias genotipicas positivas observadas para os genes GSTMI e
GSTTI de 41,3% (26/63) e 54,0% (34/63) para os pacientes com carcinomas laringeos, e de 49,0%
(24/49) e 51,0% (25/49) para o grupo controle, respectivamente. Nao foram encontradas associagoes
estatisticamente significativas das variantes alélicas e genotipicas CYPIAImI, GSTMI e GSTTI com o
carcinoma espinocelular da laringe. A auséncia desta verificagdo, no entanto, ndo exclui
completamente a possibilidade deste gene de exercer alguma influéncia no desenvolvimento do cancer
laringeo, tendo em vista que haplotipos envolvendo os diversos genes do biometabolismo podem
contribuir de forma diferenciada para a carcinogénese.
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Introducao

O conjunto de tumores da cavidade oral, faringe e laringe representa cerca de 90% de
todos as neoplasias que envolve a regido anatdomica de cabeca e pescoco (Curado and Hashibe,
2009). Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa contra o Cancer (do inglés: International
Agency for Research on Cancer - IARC), os casos de cancer no mundo deverdo aumentar em
75% até 2030 (Bray et al., 2012). Porém, o conhecimento da suscetibilidade individual para o
desenvolvimento do cancer tem crescido, ¢ muitos estudos t€ém mostrado a interagdo gene-
ambiente na carcinogénese (Khlifi et al., 2012). Dentre as variagdes genéticas, os polimorfismos
genéticos relacionados aos genes de metabolismo de xenobidticos podem influenciar
significativamente no comportamento da resposta a ativagdo das substancias carcinogénicas
encontradas no tabaco e no alcool (Wall et al., 2007; Feller et al., 2009; WHO, 2012).

Estudos epidemioldgicos demonstram a associacdo entre a ingestdo de alcool e tabaco
com a ocorréncia de diferentes tipos de cancer de cabeca e pescoco. Thuler et al. (2013)
observaram a partir de uma revisdo sistemadtica, analisando a associacdo entre consumo de
alcool e o desenvolvimento de cancer em diversos estudos publicados, confirmaram esta
associacdo e acrescentou que ainda ha um aumento dos riscos de desenvolver cancer de prostata
e do sistema nervoso central em homens. Maurya et al. (2015), Kim et al., (2003) e Menezes et
al. (2002) demonstraram que o tabagismo estd diretamente relacionado a carcinogénese laringea,
expondo este 6rgdo as diversas substancias quimicas e fisicas contidas na fumaca do cigarro,
derivadas da queima do tabaco. Por outro lado, Roswall and Weiderpass (2015) observaram que
nao ha dados cientificos que suportem que o alcool possa causar cancer da cavidade oral,
faringe, laringe e es6fago em homens e mulheres, de colon e reto em homens, e cancer de mama
em mulheres.

De acordo com Liang et al. (2012) as caracteristicas genéticas individuais talvez sejam
os principais fatores na determinacdo do efeito de uma substancia ou agente agressor como
responsavel pelo cancer. No caso do tabaco, variagcdes genéticas que sdo responsaveis pela
sintese de enzimas envolvidas no metabolismo da nicotina, podem influenciar
significativamente no comportamento do habito de fumar e também na ativacdo de substincias
carcinogénicas encontradas na fumaca do tabaco (WHO, 2012). O estudo destas variagdes pode
alterar o resultado da exposi¢do aos agentes carcindgenos e, a frequéncia de alguns destes
polimorfismos diferem significativamente em diferentes grupos étnicos e/ou populagdes.

O tabagismo, isoladamente, ¢ o fator de risco mais relevante que causa cancer no
mundo, sendo considerada pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) uma doenca cronica e
recorrente causada pela dependéncia da nicotina (Kumar et al., 2008; WHO, 2011). Individuos

fumantes tém cerca de trés vezes e meia mais chance de um cancer de cavidade oral e laringe.
55



O 0 9 N »n B~ WD =

W W W W W W N N N NN N NN NN R e e e e e e
[V N N VS S I =N o e <IN o) S V) B VS N \° =N~ Re <R B o) S, B VS N S e =)

Estudos que estabeleceram uma avaliagdo epidemiolédgica de pacientes com cancer de cabeca e
pescoco, encontraram uma prevaléncia maior em homens, cor de pela branca, tabagistas e
etilistas, sendo que o risco era menor a medida que o habito fosse adquirido mais tardiamente e
conforme aumentava o tempo de ex-fumante (Lee et al., 2008; Gandini et al., 2008; Torrente et
al., 2012).

Visoni (2009) considerando a exposi¢cdo cronica a tabaco e alcool, concluiram que
mecanismos de excrecdo podem interferir na biodisponibilidade e no grau de agressao
bioquimica e molecular e, por conseguinte, num maior ou menor risco de desenvolver cancer. O
consumo abusivo de alcool na regido européia ¢ cerca de 20% entre os individuos adultos, sendo
considerado o maior do mundo segundo a OMS. Ja no Brasil este percentual ¢ estimado em 17%
dentre os adultos (WHO, 2012). A ingesta de bebidas alcodlicas crescente em ambos 0s sexos
também ¢ um fator preocupante. Um aumento na propor¢do de mulheres (12,4% para 19,8%)
que consomem bebida alcodlica de uma a trés vezes por semana foi observado entre 2006 e
2009 por estudos envolvendo todas as regides brasileiras, evidenciando um aumento do
consumo, particularmente expressivo, na regido Centro-Oeste (MS, 2014).

Virios genes ja foram descritos como predisponentes, aumentando a suscetibilidade ao
desenvolvimento de cancer. Entre eles, estdo os genes TP53, P21 ¢ a P16, TELOMERASE,
BCL-2, entre outros, além da identificagdo e associacdo de virus oncogénicos, como o HPV
(Papiloma virus humano) e o EBV (Epstein-Barr Virus) (Ventury et al., 2004). Uma associa¢do
estatisticamente significativa foi observada por Ribeiro-Pinto (2000) entre a prevaléncia de
mutacdes do 7P53 em tumores orais com os polimorfismos do CYPIAI e das GSTM1, o que
nao foi observado para a associagdo destas com a P16, demonstrando, assim, que a indugdo de
mutagdes em genes supressores de tumor pode estar associada a exposi¢do a carcindgenos € a
polimorfismos de genes de enzimas que metabolizam xenobidticos.

Adicionalmente, diferencas étnicas em associagdes de polimorfismos nas enzimas que
metabolizam drogas (EMDs), tais como citocromo P450 (CYP) e glutationa-S-transferase M1
(GSTM1), com cancer de cabeca e pescoco tém sido relatados. Varela-Lema et al (2008); Zhuo
et al., (2009) relataram, em estudos de meta-analise conjunta, que a variante CYPIAI*2C foi
associado a cancer de boca e faringe apenas em fumantes. Porém, a variante 2A do mesmo gene,
também foi um fator de risco independente para, faringe ou laringe canceres orais em
caucasianos e brancos, mas ndo em asidticos. Um estudo realizado por Lu et al., (2011) revelou
uma associagdo significativa de polimorfismos para CYP2E] em casos de cancer bucal no Leste
Asiatico e populagdes miscigenadas, mas ndo encontraram nenhuma associacao significativa em
caucasianos. Outros estudos também ndo observaram associacao entre GSTMI (null) em uma

andlise conjunta em cancer oral, faringe e laringe em brancos, caucasianos europeus,
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caucasianos americanos e asiaticos, porém, uma associacao significativa foi observada para as
variantes alélicas de GSTs e este conjunto de tumores malignos em asiaticos, afro-americanos,
africanos, turcos e caucasianos alemaes em um estudo de meta-analise e agrupados (Hashibe et
al., 2009; Peters et al., 2006; Tripathi and Roy, 2006; Varela-Lema et al, 2008.; Zhuo et al.,
2009). Adicionalmente, a combinacdo de GSTMI (null) e CYPIAI foi associada com cancer
oral, mas nao com cancer de faringe (Varela-Lema et al., 2008).

A importancia do estudo dos fatores de risco para o cancer de laringe justifica-se pela
necessidade de se propor acdes preventivas, visando a diminui¢do de sua incidéncia em regides
e paises em que ela ainda se mantém alta, como no Brasil. Desta forma, este estudo teve como
objetivo analisar os polimorfismos genéticos de CYPIAImI, m2 e m4, em grupos de caso-
controle dos pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas de laringe em
pacientes atendidos pelo Servico de Cabeca e Pescoco de um Hospital Referéncia no Brasil

Central em diagnostico e tratamento de cancer.

Material e Métodos

Sujeitos. Foram selecionados para o estudo, pacientes diagnosticados com cancer de
células escamosas da laringe, entre janeiro de 1998 a dezembro de 2008, oriundos do Registro
de Cancer de Base Populacional (RCBP) do Hospital Aratjo Jorge (HAJ) da Associagdo de
Combate ao Cancer em Goids (ACCG) localizado na cidade de Goidnia (GO), servigo de
referéncia no diagdstico e tratamento de cancer da regido Central e Norte do Brasil. Durante este
periodo, 63 pacientes foram selecionados para o grupo caso. Adicionalmente, 49 individudos
foram selecionados fora do HAJ, em outros dois Hospitais da regido, como sendo individuos da
mesma comunidade, porém, sem qualquer diagnostico recente de qualquer tipo de cancer. No
HAJ foram selecionados os casos de cancer primario da laringe por ocasido do diagnostico,
anteriormente ao inicio do tratamento. O grupo controle, combinado por sexo e idade foi
utilizado como um grupo para comparagao, quando necessaria, com os resultados obtidos nos
casos testes.

Ao todo, 112 pacientes aceitaram participar do estudo, tanto os individuos do grupo
controle, quanto os individuos do grupo teste receberam informagdes sobre os objetivos deste
estudo e assinaram o termo de consentimento pos-informacdo e responderam individualmente
um questiondrio, previamente aprovado pelo comité de ética em Pesquisa envolvendo seres
humanos do Hospital Aratjo Jorge/ACCG, com respeito a historia individual de exposicao a
fatores ocupacionais, ambientais e habitos de vida. Todos os individuos foram previamente

selecionados sob a condigdo de ndo terem sido submetidos a radioterapia ou quimioterapia.
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Foram excluidos os individuos cuja extracdo do DNA ndo apresentou boa qualidade para a
realizagdo das analises moleculares. No caso dos pacientes, também foram excluidos aqueles
cujo laudo histopatologico de cancer de laringe (CID-O: C32) da amostra tumoral nao
confirmou a presenca de malignidade, bem como os individuos-controle que apresentem ou ja
apresentaram qualquer tipo de neoplasia. Subsequente a entrevista, 112 amostras foram
coletadas 10mL de sangue periférico heparinizado, colhidos em tubos falcon de 14mL, sendo
posteriormente processados a 5000.g r.p.m. durante 15 minutos. A partir dessa etapa, o anel
leucocitéario foi aspirado e armazenado em microtubos, preservados a -20°C, para posterior
analise. A andlise molecular foi conduzida no Laboratorio de Citogenética Humana e Genética
Molecular (LaGene), do Laboratorio Central Dr Giovanni Cysneiros (LACEN), da Secretaria de
Estado da Saude (SES) do Governo do Estado de Goids e conjunto com o Nucleo de Pesquisas
Replicon, do Departamento de Biologia, da Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC),

ambos localizados na cidade de Goiania (GO) Brasil Central.

Polimorfimo do gene CYPIAImI pela técnica de PCR-RFLP. A extragdo, o
isolamento e a purificagdo do DNA foram realizados mediante o uso do kit comercial do DNA
Gendmico Wizard® (Promega Corporation, EUA), seguindo-se exatamente todas as instrucdes
do fabricante. Todas as 112 amostras foram submetidas a8 PCR em 25uL de reacdo, contendo
agua Mili-Q, 0.3nmol de primers alelos-especificos para a variante CYPIAImI: MIF 5°-CAG
TGA AGA GGT GTA GCC GCT-3’ (forward) e MIR 5’-TAG GAG TCT TGT CTC ATG
CCT-3’ (reverse) (Prodimol®), seguindo o protocolo descrito por Hauashi et al. (1991), 1U de
Tag DNA polimerase (Promega®), 1X de STR® buffer (Promega®) (50mM de KCI, 10mM de
Tris-HCI, 1,5mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 0,2mM dNTPs e 0,5mM de MgCl,) e ~100ng de
DNA gendmico total. Para a amplificacdo do fragmento de 340pb, da regido 3°’UTR do gene
CYPIAI foi utilizado o protocolo de termociclagem sugerido por Hauashi et al. (1991), que
consistia em uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C por 30
segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por uma extensdo final a 72°C
por 7 minutos. Apds a amplificacdo, 10uL do produto de PCR com adigdo de 3uL de tampao
1X de corrida (0,05% de azul de bromofenol e xileno cianol, 95% de formamida) foram
resolvidos em gel de Agarose a 1,5% em TBE (Tris-Borato EDTA) 1X, mediante aplicagdo de
um campo elétrico constante de 10V/cm por 1 hora. Posteriormente, o gel foi submerso em TBE
1X contendo Sul/mL de Brometo de etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e em
seguida as imagens foram capturadas em sistema de video-documentacdo ImageMasterVDS"™
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA), para analise da amplificacdo. Os amplicons que

apresentaram o fragmento de 340pb foram submetidos a técnica de PCR/RFLP. Para a digestdo
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enzimdtica foram utilizados 25uL. de solugdo, que continham 4gua Mili-Q, 1X de tampao da
enzima (Promega®), 1U de Mspl e 10uL de amplicon. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a digestao enzimatica por 12h a 37°C. Para a visualizagao dos fragmentos digeridos,
foram utilizadas as mesmas condi¢des de eletroforese anteriormente descritas.

Os primers utilizados amplificam um fragmento de 340pb referente ao gendtipo
homozigoto T/T do gene CYPIAImI, o qual ndo sofre a¢do da enzima de restricdio Mspl,
originando uma Unica banda de 340pb. O genotipo homozigoto C/C possui sitios para a enzima
de restricdo em ambos os alelos, gerando dois fragmentos de 200pb e 140pb. O genoétipo
heterozigoto T/C corresponde as trés bandas de 340, 200 e 140pb, onde apenas um dos alelos ¢

clivado (Figura 1).

Polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI pela técnica de PCR Multiplex. Para a
analise dos genotipos GSTM1 ¢ GSTTI, todas as 112 amostras foram submetidas a PCR em
25uL de reagdo, seguindo o protocolo proposto por Abdel-Rahma et al. (1996), contendo agua
Mili-Q, 0.15nmol de cada primer alelo-especifico (Prodimol®), sendo o primer RH92600, 5’-
TCA TAT GCA AAA CAG CTT CCC-3’ (forward) e 5’-CTG GTC CTT CAA GCC TGT
ATG-3’ (reverse). Para o gene GSTM1 foram usados os primers, M1F: 5’-GAA CTC CCT
GAA AAG CTA AAG C-3’ (forward) e M1R: 5°-GTT GGG CTA AAT ATA CGG TGG-3’
(reverse). Para o gene GSTT1 foram usados os primers, T1F: 5°-TTC CTT ACT GGT CCT
CAC ATC TC-3’ (forward) e TIR: 5°-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3’ (reverse), 1U
de Taq DNA polimerase (Promega®™), 1X de STR® buffer (Promega®) (50mM de KCI, 10mM de
Tris-HCI, 1,5mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 0,2mM dNTPs e 0.5mM de MgCl,) e ~100ng de
DNA genomico total.

Para a amplificagdo dos fragmentos de 135pb (RH92600), 215pb (GSTMI) e 480pb
(GSTT1I) foi utilizado o protocolo de termociclagem sugerido por Abdel-Rahma et al. (1996),
com adaptacdes, que consistia em uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por
30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por uma
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Posteriormente, 10uL. do produto de PCR com adig¢do de
3ull de tampao 1X de corrida (0,05% de azul de bromofenol e xileno cianol, 95% de
formamida) foram resolvidos em gel de Agarose a 1,5% em TBE 1X, mediante aplicacdo de um
campo elétrico constante de 10V/cm por 1 hora. Posteriormente, o gel foi submerso em TBE 1X
contendo Sul/mL de Brometo de etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e em seguida
as imagens foram capturadas em sistema de video-documentacio ImageMasterVDS®
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA), para andlise da amplificacdo. O primer RH92600

amplifica uma regido de microssatélite de 135pb localizado em 6ql3, usado como controle
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endogeno da reacdo. Os fragmentos de 215 e 480pb foram observados, respectivamente, nos
individuos GSTM1 e GSTT1 positivos. A auséncia de amplificacdo GSTM1 (215pb) ou GSTT1
(480pb), na presenca de controle interno, indicou os respectivos genotipos nulos para cada gene,

ou para ambos (Figura 1).

Andlise Estatistica. A distribui¢do das caracteristicas demograficas e uso de
substancias cancerigenas foram examinadas usando o teste do X2 Para genotipos,
primeiramente, foram realizados o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg. As associagdes entre
doengas e genétipos foram avaliadas através do calculo de Odds Ratio (OR) e Intervalo de
Confinca (IC) de 95%, adicionalmente, foi realizado o teste de Tendéncia de acordo com os
intervalos de tempo. O software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 10.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) foi utilizado para as analises estatisticas. Um valor de p <0,05

foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Analise da suscetibilidade alélica do gene CYPIAImI

A média da idade observada para os pacientes com CEC da laringe foi de 58,1
(DP£10,3), proxima da média observada para o grupo controle de 56,6 (DP+9,6). De acordo
com o resultado do teste de * (tabelas de contingéncia 2x3) os intervalos de idade entre os
grupos caso e controle ndo apresentaram diferenca estatistica (x’=2,49; p= 0,28), indicando que
o pareamento por idade foi adequado. A frequéncia de homens e mulheres também foi
homogeneamente distribuida entre os grupos de pacientes e controles, indicando que o
pareamento por sexo foi adequado (3°=2,92; p= 0,12) (Tabela 1). As frequéncias alélicas do
gene CYPIAI para os alelos T e C foram e 58,9% e 41,1% para os pacientes com carcinomas
laringeos, ¢ de 56,1% e 43,9% para o grupo controle, respectivamente. Pelo teste do y’, a
diferenca alélica entre as popula¢des ndo se mostrou significativa, tendo p = 0,79 (x> = 0,16;
GL=1 e IC=95%). A distribuicao das respectivas frequéncias encontra-se na Tabela 2.

De acordo com o teste de Hardy-Weinberg observou-se que as populagdes ndo se
encontram em equilibrio para a variante m/ do gene CYPIAI. Ao ser aplicado o teste de %, a
hipétese de nulidade foi aceita, pois p > 0,05 (x> = 0,19; GL = 2; IC = 95%). A distribuicdo das
frequéncias genotipicas observadas e esperadas encontra-se na Tabela 3. Afim de verificar se a
presenga dos genotipos T/T, T/C e C/C possui relagdo com o risco do desenvolvimento do
cancer laringeo, foi aplicado o teste Odds Ratio. Adicionalmente, foram associados aos

gendtipos, as varidveis sexo, etilismo e tabagismo (Tabela 4). De acordo com o teste, o perfil
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genotipico ndo apresentou risco entre os pacientes com cancer da laringe, nem mesmo
associados as variaveis sexo, etilismo e tabagismo.

Foi verificada a associagdo entre o genétipo e¢ a idade do paciente no momento do
diagnostico associando ao risco do desenvolvimento do carcinoma laringeo, utilizando o Teste
de Tendéncia. Os resultados sugerem que ndo ha relacdo entre o intervalo de tempo e o
desenvolvimento do cancer de laringe nos pacientes estudados. A distribuicdo das freqiiéncias
genotipicas em relagdo a idade em intervalos de tempo e os respectivos valores de A e p podem

ser observados na Tabela 5.

Analise da suscetibilidade alélica dos genes GSTM1 e T1
A média de idade observada para os pacientes com CEC da laringe foi de 58,1
(DP£10,3), proxima da média observada para o grupo controle de 56,6 (DP+9,6). De acordo
com o resultado do teste de y* (tabelas de contingéncia 2x3) os intervalos de idade entre os
grupos caso e controle ndo apresentaram diferenca estatistica (x°=2,49; p= 0,28), indicando que
o pareamento por intervalo de idade foi adequado. A frequéncia de homens e mulheres também
foi homogeneamente distribuida entre os grupos de pacientes e controles, indicando que o
pareamento por sexo foi adequado (X2=2,92; p=0,12) (Tabela 1).
As frequéncias genotipicas positivas observadas para os genes GSTM1 e GSTT1 foram
de 41,3% (26/63) e 54,0% (34/63) para os pacientes com carcinomas laringeos, ¢ de 49,0%
(24/49) e 51,0% (25/49) para o grupo controle, respectivamente. Para a avaliacdo do gendtipo
GSTM1 (nulo) e GSTTI (nulo), os pacientes do grupo caso apresentaram 58,7% (37/63) e 46,0%
(29/63) de gendtipos nulos para GSTM1 e GSTT1, enquanto que os pacientes do grupo controle
apresentaram 51,0% (25/49) e 40,8% (20/49). Pelo teste do y°, a diferenca alélica entre as
populagdes ndo se mostrou significativa para o gendtipo GSTMI (nulo), tendo p = 1,19 (5 =
0,27; GL=1 e IC=95%). O mesmo foi observado para o genoétipo GSTT1 (nulo), tendo p = 0,54
(*=0,55; GL= 1 ¢ IC= 95%). A distribuicio das respectivas frequéncias encontra-se na Tabela
6.
Para verificar se a presenga dos gendtipos nulos pode ter relagdo com o risco do cancer
da laringe, foi aplicado o teste Odds Ratio em tabela de contingéncia 2 x 2 (Tabela 7).
Adicionalmente, foram associados aos genodtipos as variaveis sexo, tabagismo e etilismo. De
acordo com o teste, nenhum dos gendtipos dos pacientes oferece risco de cancer laringe, nem
mesmo associados as varidveis sexo, etilismo e tabagismo (Tabela 8). Foi verificada a
associagdo entre o gendtipo nulo dos genes GSTMI e GSTTI e a idade no momento do
diagnostico relacionado ao risco de cancer da laringe, utilizando o Teste de Tendéncia. Foram

utilizadas tabelas de contingéncia 2 x k, onde foram inseridas as frequéncias absolutas dos
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individuos em relagdo ao gendétipo e a idade em intervalos de tempo. Os resultados sugerem que
nao ha relagdo entre o intervalo de tempo e o desenvolvimento do cancer de laringe nos
pacientes estudados. A distribui¢do das frequéncias genotipicas em relacdo a idade em

intervalos de tempo e os respectivos valores de A e p encontram-se na Tabela 9.

Discussao

O presente estudo buscou analisar os polimorfismos genéticos de CYPIAImlI, GSTM1
e T1 associados as varidveis sexo, idade e ao consumo de substancias pré-cancerigenas, como
tabaco e alcool, comparando grupos caso e controle, de pacientes diagnosticados com carcinoma
de células escamosas de laringe, pelo Servico de Cabega e Pescogo de um hospital de referéncia
no diagnoéstico e tratamento de cancer no Brasil Central, Hospital Aratijo Jorge (Goiania, GO,
Brasil). Diante deste cendrio, o estudo de alguns individuos ou pacientes com cancer podem
apresentar suscetibilidade aumentada para o desenvolvimento da doenca de acordo com as
diferengas individuais no biometabolismo. Alguns estudos identificaram a relagdo de inimeros
polimorfismos genéticos com as variagdes na capacidade de metabolizagdo de xenobidticos,
sendo a maioria desses de relevancia clinica (Amorim, 2003; Gonzalez, 1998).

Um estudo conduzido por Hernando-Rodriguez et al. (2012) avaliando cancer de
cabeca e pescogo, indicou que o tabagismo ¢ um fator de risco importante para este sitio. No
entanto, como nem todos os fumantes desenvolvem cancer oral, algumas pessoas devem ser
mais suscetiveis a desenvolver esta doenca. Esta suscetibilidade individual tem sido relacionada
a diferentes variantes genéticas no metabolismo de enzimas. O citocromo P-450 (CYP) familia
de enzimas metabolizam substincias cancerigenas relacionadas com o tabaco, que produzem
metabolitos reativos, que podem causar danos ao DNA (Maurya et al. 2015, Varela-Lema et al.
2008). Devido ao seu papel funcional no metabolismo de compostos relacionados com o tabaco,
os polimorfismos genéticos encontrados nos genes que codificam para enzimas cyp foram
sugeridas para modular o risco de cancer oral e contribuir para a suscetibilidade individual
(Hernando-Rodriguez et al., 2012).

O gene CYPIAI codifica uma enzima chave no metabolismo de agentes xenobidticos
considerada um potencial marcador de suscetibilidade a varios tipos de canceres, especialmente
por estar envolvida com a biotransformacdo de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
(HAPs), como o benzopireno, um potente carcindgeno presente na fumaga do cigarro (Maurya
et al., 2015). Todos os estudos de associagdao envolvendo o gene CYPIAIml, descritos a seguir,
incluindo o presente trabalho, adotam como genotipo considerado de risco o que contém, em
heterozigose ou homozigose, os genotipos CYPIAI (T/C) ou CYPIAI (C/C), que sao

comparados em relacdo a frequéncia do gen6tipo homozigoto para o genotipo CYPIAI (T/T).
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Adicionalmente, trés genes em particular, GSTMI, GSTT1 e GSTPI parecem relevantes para a
suscetibilidade ao cancer, pois atuam na destoxificagcdo de metabdlitos reativos de substancias
carcinogénicas presentes no ambiente. Os genes, GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sao polimorficos na
populacao humana (Norppa, 2003). Individuos portadores da delecdo do alelo GSTM1 e/ou do
GSTT1 em homozigose podem apresentar suscetibilidade para desenvolver alguns tipos de
neoplasias, principalmente os tumores etiologicamente relacionados aos modos e habito de vida
devido a redugao nos processos de detoxificagao (Miller et al., 2002; Garcia-Closas et al., 2005).
Grande parte dos estudos apresentam resultados inconclusivos quanto a associagdo de
polimorfismos de CYP ou GSTMI (null) sdo positivamente associados com o risco para
desenvolver cancer da laringe, faringe, ou a cavidade oral (Marques et al., 2006). As diferengas
étnicas em metanalises e agrupados podem ter contribuido para inconsisténcias na identifica¢do
de suscetibilidade genética para o cancer de sitios de cabeca e pescoco nesses estudos (Varela-
Lema et al, 2008; Zhuo et al., 2009; Lu et al., 2011).

No presente estudo foram estudados os gendtipos de CYPIAImI, GSTMI e T1 em 63
pacientes com carcinomas espinocelular da laringe e em 49 controles. A comparagdo das
frequéncias obtidas entre os dois grupos indicou auséncia de associagdo positiva ou negativa
com a suscetibilidade ao cancer laringeo, como indicado nas Tabelas 2, 3, 4, 5, 7, 8 ¢ 9.
Avaliando a distribui¢ao das frequéncias genotipicas do gene CYPIAIml, todos os pacientes do
grupo caso declaram ser tabagistas, sendo a maioria heterozigotos T/C (53,2%) e homozigotos
C/C (32,3%). Dos 36 pacientes etilistas, a maioria também sdo heterozigotos T/C (25,9%) e
homozigotos C/C (19,4%). Tais dados, apesar de estarem associados ao alelo mutante C, sdao
insuficientes para fornecer informagdes consistentes sobre a relagdo do tabaco com o
desenvolvimento do cancer de laringe nos gendtipos avaliados. A relagdo entre o
desenvolvimento da doenga e a idade também ndo apresentou diferenga significativa.

Por outro lado, algumas formas variantes do CYPIAI demonstraram ser
particularmente ativa na metabolica ativacdo de carcindogenos do fumo do tabaco
(Androutsopoulos et al., 2009). Um estudo similar observou o aumento do risco (com de 5 a 12
vezes), em cancer de cavidade oral ou faringe, embora em menor grau, sugere que a interagao
entre CYP entre o fumo do tabaco pode ser importante na determinacdo do risco de
malignidades para estes sublocais também, mesmo que a relacdo tem sido demonstrada ser mais
forte para o cancer de laringe (Choi & Kahyo, 1991). Estudos de metanalises também
observaram a diferenca de risco para a via oral e o risco de cancer da faringe entre os fumantes
de tabaco em casos com gendétipos variantes do CYPIAI*2A, CYPIAI*2C ou GSTM1 (null)
com relatos do uso de baixos niveis tabaco (Varela-Lema et al., 2008). Adicionalmente, os

mesmos autores observaram um aumento do risco de cancer de cavidade oral em casos que
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realizaram uma combinagdo de GSTMI (null) e CYPIAI*2A, embora ndo se observou esse
efeito com cancer de faringe.

O presente estudo ao avaliar a distribuicdo das frequéncias genotipicas para GSTMI e
GSTTI nulos ndo se mostrou diferentes estatisticamente entre pacientes do grupo caso e
controle. Nao foram observadas associacdes entre o risco relativo entre os gendtipos
considerados de risco (GSTM1 e GSTT1 nulos) e os genotipos ditos como selvagens (GSTM1I e
GSTT1 presente). As varidveis sexo e estilo de vida ndo se mostraram diferentes
estatisticamente entre os grupos caso e controle. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os intervalos de tempo nas datas do diagndstico dos pacientes com cancer de
laringe quanto aos gendtipos GSTMI e GSTTI nulos. Em contrapartida, diversos estudos
apontam que o gendtipo GSTMI nulo foi associado a diversos tipos de canceres, como o de
pulmao (Gaspar et al., 2004); bexiga (Johnson & Evans, 2002); mama (Mitruen et al., 2001) e
de cabeca e pescoco (Au et al., 2001). A associacao do cancer de cabeca e pescogo com 0s
habitos tabagismo e etilismo tem sido investigada por muito tempo, relacionando as alteragdes
moleculares com estes habitos como um papel causal importante na transformacao para a
malignidade (Singh et al., 2009).

Embora o presente estudo mostrou que o ambiente ndo apresentou modificacdes no
risco para o desenvolvimento de cancer de laringe, deve reconhecer-se que as interagdes gene e
ambiente ndo sdo mascaradas pelas variaveis genéticas, com a mesma extensao que os principais
efeitos genéticos. Outros fatores de risco podem modificar o risco de cancer, tais como a dieta,
estado geral de saude ou condi¢do socioecondmica, embora, segundo Davey Smith (2011)
inimeras tentativas foram feitas para concentrar dados de status sécioecondmicos semelhantes.
Adicionalmente, ¢ importante notar que mutagdes somadticas em tumores, mecanismos
epigenéticos e variantes genéticas de outros genes, como genes de reparo de DNA e supressores
de tumor também podem interagir com os habitos tabagista e etilista e risco diferenciado no
desenvolvimento cancer de cancer de cabega e pescoco (Petitjean et al., 2007; Khlifi et al, 2012;
Jia et al., 2014).

Em conclusdo, o presente estudo ndo observou evidéncias de que polimorfismos em
genes de metabolismo de xenobioticos (CYPIAI, GSTMI e GSTTI) influéncia na
suscetibilidade de cancer de células escamosas de laringe. As diferencas na suscetibilidade a
doengas malignas ndo s6 podem ser atribuidas exclusivamente a diferengas em alteragdes
genéticas nestes genes, em pacientes acometidos com cancer de laringe, mas também a
diferencas na sua interagdo com fatores de risco ambientais, bem como em alteragdes em outros
genes conhecidos associados a iniciacdo, promog¢do e progressao tumoral. O estudo de

alteracdes adicionais em regides previamente estudadas e a investigacdo de outros fatores
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associados aos carcinomas laringeos poderdo vir a ser ferramentas importantes na estimativa do

progndstico da progressdao tumoral e, consequentemente, na melhoria da qualidade de vida dos

pacientes.
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Figure 1. The PCR-RFLP analysesresult of CYPIAI (A) and GSTMI/GSTTI (B) polymorphisms.

A. CYPIAI polymorphism, the T allele was not cleaved by Mspl and had a single band with a fragment of 340 bp.
The C allele was cleaved by Mspl and yielded two small fragments (200 and 140 bp). The heterozygote had three
bands. B. The GSTMI and GSTTI polymorphisms, the band with fragment of 480bp indicates the presence of the
GSTTI gene (GSTTI+), but the absence of this fragment indicates a GSTTT »mull genotype. The band with fragment of
215pb gene GSTMI (GSTMI+) and the absence this fragment indicates the GSTMI »uil genotype. The band with
fragment of 135pb indicates the presence of endogenous human DNA in the sample.

Table 1. Demographic characteristics of larynx cancer cases and controls

Cases (n = 63) Controls (n =49) 2

Characteristics n (%) n (%) v~ Pvalue
Age (y)
<40 2(3.2) 1(2.0)
40 - 60 33 (52.4) 31(63.3) 249  0.28
> 60 28 (44.4) 17 (34.7)
Sex
Female 15 (23.8) 7(14.3)
Male 48 (76.2) 42 (85.7) 292 0.12
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Table 2. CYPIAIm] allelic and genotypic frequency of larynx cancer cases and controls

Frequency Cases (S/iz =63) Controli/0 (n=49) 2 Pvalue
Allele
T 58.9 56.1 0.16 0.79
C 41.1 43.9
Genotype
T/T 21.5 15.4
T/C 30.0 24.1 0.19 0.90
C/C 10.5 9.4

Table 3. CYPIAImI genotype frequency based OR in larynx cancer cases and controls

Genotype o CaseSGNR* GgonmésNR OR* (95% CI) P value
T/C 33 20 27 14 086(0.362.00)  0.86
c/C 9 20 8 14 079024254) 092
(TIC+C/C) 42 20 35 14 0.08(0.37-1.90)  0.83

* GR = genotype risk; GNR = genotype no risk.
* OR, adjusted odds ratio; 95% CI (confidence interval).

Table 4. CYPIAImI genotypic frequency adjusting for sex, cigarette smokers and alcohol drinkers based

OR in larynx cancer cases and controls

Characteristics Genotype OR" (95% CI) P value

Male
T/T x T/C 1.04(0.31-3.44) 0,81
T/Cx C/C  0.64(0.17-2.35) 0,74
T/Cx C/C  0.62(0.23-1.60) 0,45

Female
T/T x T/C 0.60(NR) 0.71
T/Cx C/C 2.00(NR) 0.81
T/Cx C/C 3.33(NR) 0.52

Cigarette smokers
T/TxT/C  0.93(0.29-2.90) 0.86
T/CxC/C  0.96(0.29-3.18) 0.80
T/CxC/C  1.03(0.43-2.48) 0.88
Alcohol drinkers
T/TxT/C  0.78(0.24-2.54) 0.91
T/CxC/C  0.59(0.16-2.18) 0.64
T/Cx C/C  0.75(0.24-2.34) 0.84

* NR: not rated.
* OR, adjusted odds ratio; 95% CI (confidence interval).

Table 5. Genotypic frequencies of CYPIA] distributed in relation to age at time intervals

Genot Age ) A* X2 Pval
CHOPC T30°49  50-69  70-89 vatue
T/T x T/C 3 > ! 114 056 045
6 23 4 : : '
T/T x C/C 3 > ! 075 017  0.67
X 7 8 5 -U. . .
6 23 4
T/C x C/C ] q 5 049 004  0.82

*area of coverage of the tendency test
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Table 6. GSTM1 and T1 genotypic frequency of larynx cancer cases and controls

Cases (n = 63) Controls (n =49) 2

Frequency n (%) n (%) X P value
GSTM1
present 26(41.3) 24(49.0) 0.27 0.19
null 37(58.7) 25(51.0)
GSTM1
present 34(54.0) 29(59.2)
null 29(46.0) 20(40.8) 0.5 054

Table 7. GSTM1 and T1 genotype frequency based OR in larynx cancer cases and controls

Cases Controls a /g0
Genotype GR* GNR* GR __ GNR OR" (95% CI)  Pvalue
GSTM1 37 26 25 24 1.36(0.64-2.89) 0.53
GSTT1 29 34 20 29 1.23(0.58-2.63) 0.71

* GR = genotype risk; GNR = genotype no risk.
* OR, adjusted odds ratio; 95% CI (confidence interval).

Table 8. GSTM1 and T1 genotypic frequency adjusting for sex, cigarette smokers and alcohol drinkers

based OR in larynx cancer cases and controls

Characteristics Genotype OR" (95% CI) P value

Male
GSTM1 (present x null)  0.64(0.28-1.49) 0.42
GSTTI (present x null)  0.65(0.28-1.53) 0,44
Female
GSTM1 (present x null)  1.66(0.24-11.57) 0.96
GSTTI (present x null)  2.85(0.41-19.64) 0,53
Cigarette smokers
GSTMI1 (present x null) 0.68(NR) 0.87
GSTTI (present x null)  3.92(0.38-39.92) 0,47
Alcohol drinkers
GSTM1 (present x null)  0.54(0.19-1.50) 0.35
GSTTI (present x null)  0.59(0.21-1.64) 0,45

* NR: not rated.
* OR, adjusted odds ratio; 95% CI (confidence interval).

Table 9. Genotypic frequencies of CYPIAI distributed in relation to age at time intervals.

Genot Age () A* Xz Pval
enotype 30-49  50-69 70-89 vaiue
GSTM|1 (present x null) 6 14 6 2,47 0,99 0,31
10 23 4 ’ ’ ’
11 18 5
GSTTI (present x null) s 19 5 -2,76 1,20 0,27

*area of coverage of the tendency test
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Resumo

O conhecimento da carcinogénese ativada pelo papilomavirus humano (HPV) e a inativa¢do do gene
supressor tumoral TP53 pela oncoproteina E6 e pela inativagdo da apoptose celular conduz a um
crescimento preferencial das células afetadas que se caracteriza por um incremento progressivo e
descontrolado do céncer. O objetivo do presente estudo foi de avaliar uma possivel associagdo do
polimorfismo genético do gene TP53 (cédon 72), relativos a infecgdo pelo HPV em grupos de caso-
controle dos pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas (CCE) de laringe em
pacientes atendidos pelo Servico de Cabega e Pescoco de um Hospital Aratjo Jorge, referéncia no Brasil
Central em diagndstico e tratamento de cancer. Ao todo, 112 pacientes foram avaliados, sendo 63 do
grupo caso. Foi avaliado o polimorfismo do cédon 72 (Arg ou Pro) do gene TP53 ¢ adicionalmente,
amostras de biopsias frescas foram submetidas a identificacdo e genotipagem do HPV. O estudo revelou
que individuos Pro/Pro desenvolveram céncer da laringe mais tardiamente do que os pacientes Arg/Arg e
Arg/Pro. Adicionalmente, comparando os grupos caso e controle, foi observado um risco maior de 2.7
vezes de desenvolver cancer de laringe com a presenga do gendtipo Arg/Pro. A frequéncia do genoma
do HPV foi de 3% das amostras analisadas (HPV11 e 16/45). Alteracdes adicionais em regides
previamente estudadas e a investigacdo de outros fatores associados aos carcinomas laringeos poderdo
vir a ser ferramentas importantes na estimativa do prognostico da progressio tumoral e,
consequentemente, na melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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Introducao

Os tumores de cabegca e pescoco pela expressividade, incidéncia, morbidade,
mortalidade e alta letalidade, representam um relevante problema de satide publica mundial,
particularmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. O conjunto de tumores da
cavidade oral, faringe e laringe representam cerca de 90% de todos as neoplasias que envolve a
regido anatoOmica de cabeca e pesco¢o (Curado & Hashibe, 2009). Segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa contra o Cancer (do inglés: International Agency for Research on
Cancer - IARC), os casos de cancer no mundo deverdo aumentar em 75% até 2030 (Bray et al.,
2012). Porém, um melhor entendimento dos papéis dos genes supressores de tumor e dos
oncogenes nos mecanismos relacionados com os processos de diferenciagao celular, podem
contribuir para uma melhor compreensdo da génese dos carcinomas de cabega e pescogo e
consequentemente, para reducdo da incidéncia e mortalidade provocadas por esta doenga.

O conhecimento da suscetibilidade individual para o desenvolvimento do cancer tem
crescido, e muitos estudos tém mostrado a interacdo gene-ambiente na carcinogénese (MS,
2014). Polimorfismos em genes de reparo do DNA podem alterar o resultado da exposicdo e, a
frequéncia de alguns destes polimorfismos diferem significativamente em diferentes grupos
étnicos e/ou populagdes. Habitos culturais ou formas diferentes de exposicdo aos agentes
agressores também podem diferir entre estes grupos (MS, 2012). Uma importante categoria de
genes envolvidos no processo de carcinogénese ¢ conhecida como genes supressores tumorais
(GST) ou TSG (do inglés, Tumor suppressor genes) que agem normalmente como reguladores
negativos da proliferacdo celular. Um dos principais genes representantes desta categoria € o
gene TP53 cuja mutagdo ou inativacao estd implicada no surgimento do cancer (Vazquez et al.,
2008).

O gene TP53 também promove um check point de S para G2, que depende da
integridade do dominio c-terminal do gene. Portando, quando 7P53 sofre mutacoes, as células
com danos no DNA, escapam do reparo destes danos e de sua destrui¢dao, podendo iniciar um
clone maligno. Apesar de ser observada principalmente em células somaticas, a importancia
médica do gene TP53 ¢ inegdvel, primeiro porque a deteccdo de mutagdes pode ser indicadora
do diagnostico e do progndstico, segundo porque ¢ um alvo perfeito para prevencdo, o que
estimula as abordagens de terapia génica (Partridge et al., 2007; Vazquez et al., 2008).

Em adi¢do as mutacdes, alguns estudos t€ém focado os polimorfismos do gene TP53
como fatores de risco na carcinogénese. Estdo depositados no banco de dados da International
Agency Research on Cancer (IARC) sequéncias nucleotidicas de 14 diferentes tipos
polimorficos do gene TP53, no qual, inimeros tipos de cancer, a maioria mutagdes no gene

TP53 em cancer de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) sdo mutacdes missense,
71



O 0 9 N »n B~ WD =

W W W W W W N N N NN N NN NN R e e e e e e
[V N N VS S I =N o e <IN o) S V) B VS N \° =N~ Re <R B o) S, B VS N S e =)

frequentemente ocorrendo dentro da regido central da proteina, que serve como o dominio de
ligacdo enre a p53 e o DNA. Dados atualizados demonstraram que, embora o espectro de
mutacdes do gene TP53 sao do tipo missense, varias mutagdes missense como os codons R248,
R273, G245, R175, R282, e H179, sdo as mais muta¢des do tipo hotspot prevalentes em
carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco, sendo que um destes polimorfismos
acomete o codon 72 no éxon 4 deste gene supressor tumoral (Pickering et al., 2013). O
polimorfismo do cdédon 72 do gene TP53 ¢ um polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP do
inglés, Single Nucleotide Polymorphism) o qual resulta na expressdo da proteina p53 contendo
arginina ou prolina no residuo de posi¢do 72. Estas variantes de p53 apresentam diferentes
propriedades bioquimicas e bioldgicas, e por isso, sdo bastante pesquisadas no campo da
oncologia molecular de diversas neoplasias (Galli et al, 2009; IARC, 2012).

As mutagdes no gene TP53 tém sido encontradas em quase todos os tipos de cancer em
varias frequéncias e diferentes em sua natureza (Zhou et al. 2016; Gleich, 2002). O
polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 tem sido investigado extensivamente para associacao
com vdrios canceres em todo o mundo (Bergamaschi et al., 1999). Vérios autores tém
demonstrado que a presenga de Arg72Arg confere maior risco de desenvolvimento de tumores,
como em canceres de bexiga, cérvix uterino, mama entre outros (Thomas et al., 1999). Neste
contexto, células infectadas pelo papilomavirus humano (HPV), a proteina E6 associada ao
cancer liga-se a proteina p53 e promove sua degradacdo, através de um sistema ubiquitina
proteolitica, alterando a atividade da p53 nos processos de tumorigénese, regulagdo da
transcricdo, ativagdo da telomerase, e apoptose, acarretando um descontrole do ciclo celular
demonstraram que pacientes os quais eram homozigotos para o alelo Arg apresentavam risco de
desenvolver cancer, cerca de sete vezes maior que pacientes homozigotos para Pro. Isto sugere
que ndo apenas a presenca de infeccdo por HPV, mas uma diferenca na estrutura da p53 possa
ser um importante fator a ser considerado para carcinogénese de CCECP.

Entretanto, em recentes estudos amostras cervicais normais ¢ com lesdes de alto e
baixo risco, ndo foi possivel associar a presenga do polimorfismo da p53 no cdédon 72 e a
frequéncia dos alelos Arg e Pro com o aumento do risco para cancer de cabeca e pescogo (Zhou
et al. 2013; Whibley et al., 2009). Estes dados sugerem que ¢ improvavel a associagcdo entre
polimorfismo da p53 no cédon 72 com o desenvolvimento de neoplasias cervicais associadas ao
HPV. Entretanto, ¢ valido ressaltar que os resultados controversos encontrados a respeito da
associagdo entre o polimorfismo da 7P53 e CCECP possam ocorrer devido a diversos fatores,
como diferencas no polimorfismo da TP53 entre os grupos étnicos, tamanho da amostra, escolha
do controle utilizado, e fonte de obtencao de DNA (Thomas et al., 1999; Whibley et al., 2009).

Alguns estudos encontraram evidéncias de que os pacientes com CCECP apresentam,
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preferencialmente, na perda de heterozigose, a delecdo do alelo Pro e que o alelo Arg e
associacdao a uma reducao significativa na taxa de morte de oncdcitos por apoptose. Porém em
outros estudos que objetivaram avaliar a longevidade individual associada ao polimorfismo do
gene TP53 no cédon 72, concluiram que as pessoas com genotipo homozigoto para Pro
apresentaram uma sobrevida relativa cerca de 1,4 vezes maior do que os genétipo homozigotos
para Arg. Assim, sugere-se que o genotipo Pro/Pro confere beneficios significativos para a
sobrevida de pacientes com cancer (Schneider-Stock et al., 2004; Donehower, 2005). Orsted et
al. (2007) estudando 9.219 individuos avaliaram o polimorfismo de TP53 cdédon 72, concluiram
que os individuos Pro/Pro tém um aumento médio de 3 anos na sobrevida, quando comparados
com os homozigotos para a Arg/Arg.

Além disso, o estudo do virus do papiloma humano (HPV) associado ao céancer de
cabeca e pescoco tem caracteristicas epidemiologicas distintas, pois provavelmente, os pacientes
ndo-fumantes, e usuarios de alcool sdo frequentemente, mais jovens do que aqueles que nao
estdo infectados com o HPV, e certos comportamentos sexuais aumentam a exposi¢ao ao HPV
estao correlacionados com o desenvolvimento de HPV com cancer de cabega e pescoco (Zhou et
al., 2016). O HPV tem sido amplamente associado ao desenvolvimento de tumores cervicais,
como colo uterino, ¢ ao desenvolvimento de CCECP. Os oncogenes virais E6 ¢ E7 encontrados
integrados ao genoma de células cervicais cancerosas, resultam na estabilidade da expressao das
oncoproteinas E6 ¢ E7 dos HPVs de alto risco conhecidas pelo seu envolvimento na iniciagdo e
manuten¢do de varias neoplasias cervicais. Basicamente, a ligagdo de E6 a p53 estimula a
degradacao de p53 celular, enquanto que a proteina E7 altera o controle do crescimento celular
ligando-se a proteina rb, inibindo a sua fungdo. A perda da funcdo de supressdo tumoral dos
produtos dos genes TP53 ¢ RB podem contribuir significativamente para a carcinogénese (Nair
& Pillai, 2005).

Estudos tém demonstrado que nos carcinomas de laringe parece apresentar dois
comportamentos bioldgicos diferentes desse tipo de neoplasia: uma relacionada a fatores como
alcool e tabaco, e outra relacionada ao papilomavirus humano. Além desses, pode-se dizer que
caracteristicas genéticas individuais talvez sejam os principais fatores na determinagao do efeito
de uma substancia ou agente agressor como responsavel por uma neoplasia maligna (Audi et al.,
2000; Syrjanen, 2005; Liang et al., 2012). Estudos demonstram que dadas as semelhancas em
termos epiteliais da regido genital com a cavidade oral (escamoso e estratificado), em quase
todos os canceres do colo do utero, do trato ano-genital e CCECP provocados por HPV,
verifica-se a presenga dos subtipos de HPV mais oncogénicos, 16 e 18 (Ragin et al., 2007). A
IARC avaliou a carcinogenicidade do HPV e concluiu que hé evidéncias suficientes sobre o

papel do HPV 16 na carcinogénese do CEC de laringe, além de evidéncias sobre o HPV
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enquanto carcindgeno na laringe (Pinto et al., 2011; Chaturvedi, 2012).

Quando comparamos os outros tipos de cancer, a carcinogénese induzida pelo HPV ¢
um processo complexo caraterizado por alteragcdes nos genes que codificam genes supressores
tumorais e por modificagdes epigenéticas. O conhecimento da carcinogénese ativada pelo HPV
e a inativagdo do gene supressor tumoral 7P53 pela oncoproteina E6 e pela inativacdo da
apoptose, com a consequente instabilidade genomica agravada por efeitos aditivos de um ou
mais cofatores conduz a um crescimento preferencial das células afetadas que se carateriza por
um incremento progressivo e descontrolado do cancer (Feller et al., 2010; Faridi et al., 2011). O
papel da predisposi¢do genética no carcinoma da laringe, bem como em outros tumores da
cabeca e pescoco, tem sido bem documentado através de estudos das sindromes de multiplos
neoplasmas, estudos de multiplos tumores primarios e estudos da historia familial de cancer
(Zhou et al., 2016). O objetivo do presente estudo foi de avaliar uma possivel associacdo do
polimorfismo genético do gene TP53 (codon 72), relativos a infecgdo pelo HPV em grupos de
caso-controle dos pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas de laringe em
pacientes atendidos pelo Servico de Cabeca e Pescoco de um Hospital Referéncia no Brasil

Central em diagnostico e tratamento de cancer.

Material e Métodos

Sujeitos. Pacientes diagnosticados com céancer de células escamosas da laringe, entre
janeiro de 1998 a dezembo de 2008, oriundos do Registro de Cancer de Base Populacional
(RCBP) do Hospital Araujo Jorge (HAJ) da Associacio de Combate ao Cancer em Goids
(ACCQ) localizado na cidade de Goiania (GO), servigo de referéncia no diagdstico e tratamento
de cancer da regido Central e Norte do Brasil. Durante este periodo, 63 pacientes foram
selecionados para o grupo caso. Adicionalmente, 49 individudos foram selecionados fora do
HAJ, em outros dois Hospitais da regido, como sendo individuos da mesma comunidade, porém,
sem qualquer diagnostico recente de qualquer tipo de cancer. No HAJ foram selecionados os
casos de cancer primario da laringe por ocasido do diagndstico, anteriormente ao inicio do
tratamento. O grupo controle, combinado por sexo e idade foi utilizado como um grupo para
comparagao, quando necessaria, com os resultados obtidos nos casos testes.

Ao todo, 112 pacientes aceitaram participar do estudo, tanto os individuos do grupo
controle, quanto os individuos do grupo teste receberam informagdes sobre os objetivos deste
estudo e assinaram o termo de consentimento pos-informacdo e responderam individualmente
um questionario, previamente aprovado pelo comité de ética em Pesquisa envolvendo seres
humanos do Hospital Aratijo Jorge/ACCG, com respeito a historia individual de exposigao a

fatores ocupacionais, ambientais e habitos de vida. Todos os individuos foram previamente
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selecionados sob a condi¢do de ndo terem sido submetidos a radioterapia ou quimioterapia.
Foram excluidos os individuos cujo DNA nao apresentou boa qualidade para a realizagdao das
analises moleculares. No caso dos pacientes, também foram excluidos aqueles cujo laudo
histopatologico de cancer de laringe (CID-O: C32) da amostra tumoral ndo confirmou a
presenca de malignidade. Foram excluidos do estudo individuos-controle que apresentem ou ja
apresentaram qualquer tipo de neoplasia. Subsequente a entrevista, 112 amostras foram
coletadas 10mL de sangue periférico heparinizado, colhidos em tubos falcon de 14mL, sendo
posteriormente processados a 5000.g r.p.m. durante 15 minutos. A partir dessa etapa, o anel
leucocitéario foi aspirado e armazenado em microtubos, preservados a -20°C, para posterior
analise. Biopsias frescas foram obtidas dos pacientes do grupo caso, no momento da cirurgia no
qual o cirurgido retirou amostras da lesdo, para avaliacdo da presenga e genotipagem de HPV.
As amostras foram coletadas em tubos falcon e acondicionados em freezer, preservados a -20°C.
A analise molecular foi conduzida no Laboratério de Citogenética Humana e Genética
Molecular (LaGene), do Laboratério Central Dr Giovanni Cysneiros (LACEN), da Secretaria de
Estado da Saude (SES) do Governo do Estado de Goids e conjunto com o Nucleo de Pesquisas
Replicon, do Departamento de Biologia, da Pontificia Universidade Catdlica de Goids (PUC),

ambos localizados na cidade de Goiania (GO) Brasil Central.

Polimorfimo do gene TP53 codon 72

A extragdo, o isolamento e a purificagdo do DNA foram obtidos pelo kit comercial do
DNA Gendmico Wizard® (Promega Corporation, EUA), seguindo-se exatamente todas as
instrucdes do fabricante. As amostras foram submetidas a duas reacdes de PCR com os primers
para genotipagem dos alelos Arg e Pro seguindo a técnica proposta por Sourvinos et al. (2001).
Para controle interno da reacdo, o primer de microssatélite D8S135 foi utilizado para controle
endogeno de DNA. As 112 amostras foram submetidas a PCR em 25uL de reacdo, contendo
agua Mili-Q, 0.3nmol de primers alelos-especificos, para o alelo Arg, p53+F: 5°-TCC CCC
TTG CCG TCC CAA-3’ (forward) e ArgR: 5°-CTG GTG CAG GGG CCA CGC-3’ (reverse), o
alelo Pro, p53Pro+: 5°- GCC AGA GGC TGC TCC CCC-3’ (forward) e p5S3R: 5’-CGT GCA
AGT CAC AGA CTT-3’ (reverse), D8S135 (primer microssatélite): 5°-GGG AGG CTT TAT
AAT TAT TTA GC-3’ (forward) e 5°-CTG GGC AAC AGA GTG GGA C-3° (reverse)
(Prodimol®), seguindo a técnica proposta por Sourvinos e colaboradores (2001), 1U de Tag
DNA polimerase (Promega®), 1X de STR® buffer (Promega®) (50mM de KCI, 10mM de Tris-
HCI, 1,5mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 0,2mM dNTPs e 0,5mM de MgCl,) e ~100ng de DNA
genomico total. Os produtos de PCR foram separados em gel de poliacrilamida a 8% (PAGE

8%) em TBE 1X mediante aplicacdo de um campo elétrico constante de 10V/cm por 2 horas.
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Como marcador de tamanho molecular, foi utilizado um ladder de 50pb (0,025ug/uL) aplicado
nas raias iniciais do gel. Para a visualizagdo do DNA amplificado, o gel foi submerso em TBE
1X contendo brometo de etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e em seguida as
imagens foram capturadas em sistema de video-documentacdo ImageMasterVDS® (Amersham
Pharmacia Biotech, EUA).

A interpretagdo da eletroforese foi feita da seguinte forma: a presen¢a de uma banda de
177pb caracteriza um individuo homozigoto para Pro; a presenca de uma banda de 144 pb
caracteriza um individuo homozigoto para Arg. Duas bandas, uma de 177 pb e outra de 144 pb

caracteriza um individuo heterozigoto Arg/Pro (Figura 01).

Identificacao e genotipagem do HPV

A extragdo, o isolamento ¢ a purificagdo do DNA foram obtidos pelo kit comercial do
DNA Genémico Wizard® (Promega Corporation, EUA), seguindo-se exatamente todas as
instrugdes do fabricante. As amostras foram submetidas a reagdes de PCR com os primers para
identificacdo e genotipagem do HPV, proposta por (Karlsen et al., 1996). Para a realizagao da
PCR foram utilizadas amostras DNA de bidpsias frescas de pacientes diagnosticados com
cancer de laringe, no qual foram testados os primers genéricos MY09: 5°- CGT CCA AGA
GGA TAC TGA TC-3’ (forward) e MYI11: 5°-GCC CAG GGT CAT AAC AAT GG-3’
(reverse), GP05 5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’ (forward) e GP06 5°-GAA
AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’ (reverse) e primers alelos especificos HPV06: 5’-
CAC GTC TGC AAC GAC CAT AG-3’ (forward) e 5’-CCA TGA AAT TCT AGG CAG CA-
3’ (reverse), HPVI1I: 5’- CGC AGA GAT ATA TGC ATA TGC-3’ (forward) e 5’-AGT
TCT AAG CAA CAG GCA CAC-3’ (reverse), HPV16: 5°-TCA AAG CCA CTG TGT CCT
GA-3’ (forward) e 5°’-CGT GTT CTT GAT GAT CTG CAA-3’ (reverse), HPVIS: 5-
CCG AGC ACG ACA GGA ACG ACT-3’ (forward) e 5°-TCG TTT TCT TCC TCT GAG
TCG CTT-3’ (reverse), HPV33: 5’-AAC GCC ATG AGA GGA CAC AAG-3’ (forward) e 5°-
ACA CAT AAA CGA ACT GTG GTG-3’ (reverse), HPV35: 5°-CCC GAG GCA ACT GAC
CTA TA-3’ (forward) e 5°-GGG GCA CAC TAT TCC AAA TG-3’ (reverse), HPV45: 5°-ACC
AGA TTT GTG CAC AGA AT-3’ (forward) e 5°-TTT TTT CCA GTG TCT CTC CA-3’
(reverse), HPV58: 5°- GGA CAT TGC ATG ATT TGT GT-3’ (forward) e 5>-TTT CTT GTG
GAC ACA ATG GT-3’ (reverse). O marcador D8S135: 5°-GGG AGG CTT TAT AAT TAT
TTA GC-3’ (forward) e 5’-CTG GGC AAC AGA GTG GGA C-3’ (reverse).

Os amplicons foram separados em gel de poliacrilamida a 8% (PAGE 8%) em TBE 1X
mediante aplicagdo de um campo elétrico constante de 10V/cm por 2 horas. Como marcador de

tamanho molecular, foi utilizado um ladder pGem (0,025ug/uL) aplicado nas raias iniciais do
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gel. Para a visualizacdo do DNA amplificado, o gel foi submerso em TBE 1X contendo brometo
de etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e em seguida as imagens foram capturadas
em sistema de video-documentagdo ImageMasterVDS® (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).
A interpretacdo da eletroforese foi feita da seguinte forma: a presenca de uma banda de 450pb
(MY09/11) e/ou GP05/GP06 (140pb) caracteriza um individuo com o gen6tipo do HPV presente
na amostra de bidpsia fresca (Figura 01). Posteriormente, cada amostra foi submetida a PCR de

genotipagem especifica para os HPVs 06, 11, 16, 18, 33, 35, 45 ¢ 58.

Analise estatistica

A distribuicao das caracteristicas demograficas e a presenga de HPV nas amostras
cancerigenas examinadas utilizando o teste do X?. Para gendtipos, primeiramente, foram
realizados o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg. As associacdes entre doengas e genotipos
foram avaliadas através do calculo de Odds Ratio (OR) e Intervalo de Confinga (IC) de 95%,
adicionalmente, foi realizado o teste de Tendéncia de acordo com os intervalos de tempo. O
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdao 10.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, EUA) foi utilizado para as andlises estatisticas. Um valor de p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Resultados

A média da idade observada para os pacientes com CEC da laringe foi de 58,1
(DP+10,3), proxima da média observada para o grupo controle de 56,6 (DP19,6). De acordo
com o resultado do teste de y* (tabelas de contingéncia 2X3) os intervalos de idade entre os
grupos caso e controle ndo apresentaram diferenca estatistica (x°=2,49; p= 0,28), indicando que
o pareamento por idade foi adequado. A frequéncia de homens e mulheres também foi
homogeneamente distribuida entre os grupos de pacientes e controles, indicando que o
pareamento por sexo foi adequado (y°=3,72; p= 0,20) [Tabela 1].

As frequéncias alélicas do gene TP53 para os alelos Arg e Pro foram de 63,5% e 36,5%
para os pacientes com carcinomas laringeos, e de 68,4% e 31,6% para o grupo controle,
respectivamente. Pelo teste do Xz’ a diferenca alélica entre as populagdes ndo se mostrou
significativa, tendo p = 0,54 (* = 0,56; GL= 1 ¢ IC= 95%). A distribui¢do das respectivas
frequéncias encontra-se na Tabela 2. De acordo com o teste de Hardy-Weinberg observou-se
que as populagdes ndo se encontram em equilibrio para o codon 73 do gene TP53. Ao ser
aplicado o teste de xz, a hipotese de nulidade foi rejeitada, pois p < 0,05 (p= 0,04; x2 =6,18; GL
=2; IC = 95%). A distribuicdo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas encontra-se

na Tabela 2. A fim de verificar se a presenca dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro € Pro/Pro possui
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relacdo com o risco no desenvolvimento do cancer laringeo, foi aplicado o teste Odds Ratio
(Tabela 3). Os dados indicaram diferenca estatisticamente significativa (p=0.02), quando foi
comparado Arg/Pro entre grupos caso e controle, indicando que o risco de desenvolver cancer
de laringe com a presenca do genotipo Arg/Pro foi 2.7 vezes (IC= 1.21-5.82). Outra andlise
realizada foi a associa¢do dos gendtipos com as variaveis sexo, tabagismo e etilismo (Tabela 4).
De acordo com o teste, o perfil genotipico ndo apresentou risco entre os pacientes com cancer da
laringe, nem mesmo associados as varidveis sexo, etilismo e tabagismo.

Foi verificada a associagdo entre gendtipo Arg/Pro e idade do paciente, no momento do
diagnostico. Adicionalmente, tal observagdo também foi associada ao risco do desenvolvimento
do carcinoma laringeo, utilizando o Teste de Tendéncia. Os resultados sugerem que houve
relacdo entre o intervalo de tempo e o desenvolvimento do cincer de laringe nos pacientes
estudados, comparando os genotipos Arg/Pro x Pro/Pro, com um aumento dos pacientes
heterozigotos com idade < 69 anos. A distribui¢do das frequéncias genotipicas em relagdo a
idade em intervalos de tempo e os respectivos valores de A e p podem ser observados na Tabela
5.

As amostras de DNA e bidpsias frescas dos pacientes diagnosticados com carcinoma de
células escamosas de laringe foram submetidas a pesquisa do genoma viral o papilomavirus
humano (HPV). Foram identificadas duas amostras positivas (3%) para o HPV, sendo
genotipados: uma amostra com o HPV 11, de baixo risco oncogénico para a regido de cabeca e
pescoco; € a outra amostra foram identificados os HPVs 16 e 45 de alto risco oncogénico,
indicando uma co-infec¢do no paciente analisado. Os dois pacientes apresentaram polimorfismo

de risco para o gene TP53 (Arg/Arg).

Discussao

O presente estudo buscou analisar o polimorfismo genético de TP53 cdédon 72
associado as varidveis sexo, idade e a infeccdo com o papilomavirus humano (HPV),
comparando grupos caso e controle, de pacientes diagnosticados com carcinoma de células
escamosas de laringe, pelo Servico de Cabeca e Pescogo de um hospital de referéncia no
diagnostico e tratamento de cancer no Brasil Central, Hospital Aratjo Jorge (Goinia, GO,
Brasil). Adicionalmente, varios trabalhos na literatura sugerem que fatores inerentes ao proprio
individuo, incluindo os polimorfismos genéticos podem conferir diferengas individuais na
ocorréncia do cancer. Desde que Harris et al. (1986) caracterizaram o polimorfismo do cédon 72
de TP53, vérios trabalhos foram realizados na tentativa de associar este polimorfismo como um
fator de suscetibilidade e também como um fator preditivo a diversos canceres. Esta intensa

busca foi ainda mais acentuada quando Thomas et al. (1999), verificaram diferencas
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discrepantes na bioquimica e na biologia das isoformas Arg e Pro. A partir de entdo, as
pesquisas realizadas nesta area tem demonstrado resultados controversos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel do polimorfismo do codon 72
de TP53 tanto na suscetibilidade quanto no progndstico do cancer da laringe. Para isso,
primeiramente as variantes Arg e Pro foram genotipadas a partir de amostras de sangue
periférico de 63 pacientes com carcinomas espinocelulares da laringe ¢ de 49 individuos
saudaveis, os quais foram selecionados aleatoriamente da populagdo para constituir o grupo
controle. Com a genotipagem foi possivel avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas dos dois
grupos. As frequéncias alélicas de para p53Arg nos casos e controles foram de 63,5% e 68,4%,
enquanto que de p53Pro foram de 36,5% e 31,6%, respectivamente. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,79) nas frequéncias alélicas entre os dois grupos analisados,
sugerindo que ndo houve associa¢do entre o polimorfismo do codon 72 de TP53 com a
suscetibilidade ao cancer da laringe.

Por outro lado, aplicando o teste de Hardy-Weinberg observou-se que as populagdes
ndo se encontram em equilibrio para o cédon 73 do gene TP53, o que pode ser justificado pelo
tamanho limitado das amostras, no entanto, apresentou o genotipo Arg/Pro como o mais
prevalente no grupo caso, do que no grupo controle (p= 0,04). Estes dados corroboram com
Inserra et al. (2003) que também encontraram uma maior prevaléncia do alelo p53Arg e de seu
gendtipo homozigoto em diferentes grupos étnicos da América como brancos nio-espanicos,
mexicanos, afro-americanos, asio-americanos € americanos nativos. Adicionalmente, ao
observarmos uma possivel associagdo dos genotipos TP53 com o risco no desenvolvimento do
cancer laringeo, o teste Odds Ratio indicou uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0.02), quando comparamos Arg/Pro entre grupos caso e controle, indicando que o risco de
desenvolver cancer de laringe com a presenga do genotipo Arg/Pro foi 2.7 vezes (IC= 1.21-
5.82).

Por outro lado, ndo foi observada associagdo entre polimorfismo de 7P53 e o risco de
desenvolver CCE de laringe, para os habitos tabagistas e etilistas. Nenhuma associag¢do entre o
polimorfismo somado as variaveis sexo, tabagismo e etilismo foi estatisticamente comprovada
como risco de cancer laringeo (p>0,05). No entanto, com a aplicacao do teste de Tendéncia foi
observado que pacientes homozigotos Pro/Pro apresentaram um surgimento do cancer da
laringe mais tardiamente do que os pacientes homozigotos Arg/Arg e heterozigotos (p= 0.04).
Isso pode ser justificado pelo fato de que mutagdes no alelo Arg sdo comumente detectadas em
carcinomas de células escamosas (Sheel et al., 2016; Schneider-Stock et al., 2004; Bergamaschi
et al., 2003) e que em detrimento da perda ou inativacao deste alelo confere um importante

passo na carcinogénese ja que a variante Arg apresenta uma atividade apoptotica mais eficiente
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do que p53Pro. Apesar da isoforma Arg possuir um melhor poder apoptodtico conforme
demonstrado por diversos estudos (Dumont et al., 2003; Bergamaschi et al., 2003; Thomas et
al., 1999) o que poderia garantir ao paciente um melhor prognostico da doenca, no presente
trabalho nenhuma conclusio a respeito foi evidenciada.

O fato da presenga do alelo Arg, segundo Schneider-Stock ef al. (2004) e Bergamaschi
et al. (2003), implicar em uma maior eficiéncia no controle apoptdtico, por outro lado, a
inativacao deste alelo e consequentemente, o seu gene, em pacientes diagnosticados com cancer,
faz com estes individuos sejam mais suscetiveis a infeccdo e a promogao viral do HPV
observados em CCEs. Neste contexto, os dois pacientes que tiveram o HPV idendificado e
genotipado no presente estudo, possem o gendtipo Arg/Arg. Tal ocorréncia corrobora diversos
estudos que associam mutacdes no gene TP53 e a suscetibilidade a presenca do HPV
(Schneider-Stock et al.,2004; Donehower, 2005).

O aumento recente da prevaléncia de carcinoma de células escamosas de cabeca ¢
pescoco (CCECP) entre os pacientes jovens tem sido atribuida a crescente prevaléncia de HPV
infeccdo, especialmente da orofaringe, e ¢ colocada a hipotese de refletir a mudanga de
comportamentos sexuais, sobretudo o aumento da pratica de sexo oral, sem o uso de
preservativo, nas ultimas décadas (D’Souza et al., 2007; Hocking et al., 2011). A prevaléncia do
HPV em CCECP apresentaram prevaléncia de 10% a 90%, dependendo do local do tumor
(Antonsson et al., 2015). Os autores observaram ainda que a frequéncia média da presenca do
DNA viral em CCECP foi de 20%, com diferengas substanciais entre as regides anatomicas.
Como esperado, observou-se a prevaléncia de HPV mais elevado em CCE de orofaringe e
menor na laringe. A prevaléncia do HPV em estudos CCECP anteriores variaram de 20% a
90%, dependendo da regido geografica e local do tumor (Hong et al., 2010; Nasman et al., 2009;
Gillison et al., 2008; Pintos et al., 2008; Anaya-Saavedra et al., 2008; Mork et al., 2001).
Hansson et al. (2008) e Nasman et al. (2009) observaram que a prevaléncia de HPV foi mais
elevada em CCE de orofaringe, especialmente em tonsilas de pacientes jovens, ndo-fumantes.

Os tipos de HPV de alto risco também foram encontrados em CCEs de assoalho da
boca e da lingua (prevaléncia de HPV 20-30%), mas geralmente sdo menos prevalente do que
em tumores de orofaringe e amigdalas (50-90%) (Nasman et al., 2008). A prevaléncia do HPV
de tumores CECP tem sido relatada a ser mais baixa (10-20%) no Canada e de um estudo sueco
(Mork et al., 2001; Pintos et al., 2008), e mais elevada (<50%) foi relatada nos Estados Unidos e
na América do Sul (D’Souza et al., 2007; Gillison et al., 2008; Anaya-Saavedra et al., 2008).

Inumeras evidéncias de que os pacientes com CEC apresentam, preferencialmente, na
perda de heterozigose, a delecdo do alelo Pro e que o alelo Arg e associacdo a uma reducao

significativa na taxa de morte de oncocitos por apoptose. Porém em outros estudos que
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objetivaram avaliar a longevidade individual associada ao polimorfismo do gene p53 no cédon
72, concluiram que as pessoas com gendtipo homozigoto para Pro apresentaram uma sobrevida
relativa cerca de 1,4 vezes maior do que os genotipo homozigotos para Arg. Assim, sugere-se
que o gendtipo Pro/Pro confere beneficios significativos para a sobrevida de pacientes com
cancer (Schneider-Stock et al., 2004; Donehower, 2005). Outro estudo, avaliando 9.219
participantes para o polimorfismo de 7P53, concluiu que os individuos homozigotos para Pro
tem um aumento médio de 3 anos na sobrevida, quando comparados com os homozigotos para a
Arg (Orsted et al., 2007).

Em conclusdo, o estudo do polimorfismo do cdédon 72 do gene TP53 revelou que
individuos Pro/Pro desenvolveram cancer da laringe mais tardiamente do que os pacientes
Arg/Arg e Arg/Pro. Adicionalmente, comparando os grupos caso e controle, foi observado um
risco maior de desenvolver cancer de laringe com a presencga do genotipo Arg/Pro de 2.7 vezes.
A frequéncia do genoma do HPV foi de 3% das amostras analisadas (HPV11 e 16/45), todos
para individuos Arg/Arg. Pode-se inferir que o estudo do polimorfismo de TP53 corroboram
com dados publicados na literatura pertinente, que correlacionam a suscetibilidade aumentada
para CCE em individuos homozigotos para Arg/Arg e a maior susceptibilidade destes a
carcinogénese virus-induzida. Alteragdes adicionais em regides previamente estudadas e a
investigacao de outros fatores associados aos carcinomas laringeos poderao vir a ser ferramentas
importantes na estimativa do prognostico da progressdo tumoral e, consequentemente, na

melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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Figure 1. The PCR analysesresult of TP53 polymorphism (A) and HPV identification and genotyping (B).

A. TP53 polymorphism, the Arg allele had a single band with a fragment of 177 bp. The Fro allele had a single band
with a fragment of 144 bp. The heterozygote had two bands. C-: control negative. M: ladder pGem. B. The band with
fragment of 450 pb (MTY09/11) or 170 pb (GPO5/06) indicates the presence of HPV. The band with fragment of 100
pb (D85135) indicates the presence of endogenous human DNA in the sample.
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Table 1. Demographic characteristics of larynx cancer cases and controls

Cases (n = 63) Controls (n = 49) 2

Characteristics n (%) n (%) v Pvalue
Age (y)
<40 2(3.2) 1(2.0)
40 - 60 33 (52.4) 31(63.3) 249  0.28
> 60 28 (44.4) 17 (34.7)
Sex
Female 15 (23.8) 7(14.3)
Male 48 (76.2) 42 (85.7) 292 0.12

Table 2. TP53 allelic and genotypic frequency of larynx cancer cases and controls

Frequency Cases (Sn =63) Controlg (n=49) ¥ Pvalue
%0 %
Allele
Arg 63.5 68.4 0.16 0.79
Pro 36.5 31.6
Genotype
Arg/Arg 23.0 26.0
Arg/Pro 34.0 15.0 6.18  0.04*
Pro/Pro 6.0 8.0

* P=0.04 distribution of genotypic frequency between the cases and controls were statistical difference

Table 3. TP53 genotype frequency based OR in larynx cancer cases and controls

Cases Controls a
Genotype GR* GNR* GR GNR OR" (95% CI)  Pvalue
Arg/Pro 34 29 15 34 2.70(1.21-5.82) 0.02°
Pro/Pro 6 57 8 41 0.50(1.17-1.67) 0.43
(Arg/Arg + Pro/Pro) 40 23 23 26 2.00(0.92-4.20) 0.12

* GR = genotype risk; GNR = genotype no risk.
* OR, adjusted odds ratio; 95% CI (confidence interval).

® P=0.02 the risk of developing laryngeal cancer with the presence of the Arg/Pro genotype was 2.7 times (CI =

1.21-5.82).

Table 4. TP53 genotypic frequency adjusting for sex, cigarette smokers and alcohol drinkers based OR

in larynx cancer cases and controls

Characteristics Genotype OR* (95% CI) P value

Male
Arg/Arg x Arg/Pro  0.44(0.18-1.08) 0,11
Arg/Arg x Pro/Pro  0.78(0.20-3.13) 0,99
Arg/Pro x Pro/Pro  1.79(0.44-7.25) 0,65

Female
Arg/Arg x Arg/Pro 0.19(NR) 0.41
Arg/Arg x Pro/Pro 5.00(NR) 0.54
Arg/Pro x Pro/Pro 27.00(NR) 0.07
Cigarette smokers
Arg/Arg x Arg/Pro 1.37(NR) 0.72
Arg/Arg X Pro/Pro 4.40(NR) 0.87

Arg/Pro x Pro/Pro  3.20(0.29-42.20) 0.93
Alcohol drinkers

Arg/Arg x Arg/Pro  0.91(0.31-2.65) 0.91

Arg/Arg x Pro/Pro  0.65(0.09-4.30) 0.93

Arg/Pro x Pro/Pro  0.71(0.12-4.45) 0.93
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* NR: not rated.
* OR, adjusted odds ratio; 95% CI (confidence interval)

Table 5. Genotypic frequencies of TP53 distributed in relation to age at time intervals

Genot Age ) A* Xz Pval
crotype 30-49  50-69 70-89 vaue
5 14 4
Arg/Arg x Arg/Pro 10 71 3 2.29 0098 0.32
Arg/Arg x Pro/Pro ? 124 g -1.79  1.51 0.22
10 21 3
Arg/Pro x Pro/Pro ) ) 3 275 3.62 0.04*

*area of coverage of the tendency test
* was relation between the time and the development of laryngeal cancer comparing the Arg/Pro x Pro/Pro
genotypes with an increase in heterozygous patients aged <69 years

85



OO0~ LN B~ W —

Artigo 03 — Submetido a Clinics — USP, Medicina 1: Qualis B2, Fator de Impacto (2015): 0.93.

Epidemiological analisys of patients with SCC of the larynx in a reference hospital in the
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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) da laringe apresenta-se como uma doenga multifatorial e
epigenética sendo influenciada por fatores ambientais, comportamentais e inerentes ao individuo. O
objetivo deste estudo foi avaliar os dados epidemioldgicos de pacientes diagnosticados com carcinoma
espinocelular da laringe do Hospital Aratijo Jorge, Hospital de Referéncia no diagndstico e tratamento de
cancer no Brasil Central. Foram analisados os dados de 63 prontuarios acompanhados num periodo de 6
anos. O CCE da laringe acomete 3,5 vezes mais os homens, do que as mulheres. Essa relacdo tende a
diminuir, com o passar dos anos devido provavelmente, ao aumento do nimero de mulheres que
apresentam os habitos tabagista e etilista. Os pacientes com habitos tabagista e etilista cronicos e
concomitantes apresentam uma sobrevida consideravelmente menor, quando comparados aos pacientes
que ndo apresentam tais habitos em um intervalo de 6 anos. Adicionalmente, a sobrevida geral da laringe
foi de aproximadamente 66% em seis anos. Tal observacdo estd diretamente relacionada aos habitos
tabagistas e etilistas concomitantes, refor¢ando a participagdo desses fatores na iniciagdo e progressao do
CCE de laringe.
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INTRODUCAO

Estudos epidemiologicos demonstram que o cancer constitui um problema de saiude
publica mundial, sendo a segunda causa de Obito mais frequente na populagdo adulta, atras
apenas dos distirbios cardiovasculares, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA). O
termo cancer contempla um conjunto de mais de 100 doengas que t€m em comum o crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras
regides do corpo (Silva, 2003; INCA, 2006). Os tumores de cabega e pescoco pela
expressividade, incidéncia, morbidade, mortalidade e alta letalidade, representam um relevante
problema de saude publica mundial, particularmente nos paises em desenvolvimento, como o
Brasil. O conjunto de tumores da cavidade oral, faringe e laringe representam cerca de 90% de
todos as neoplasias que envolve a regido anatdmica de cabeca e pescogo. Os canceres da
cavidade oral e da faringe contribuem com 11% dos casos novos de cancer no mundo, com
cerca de 330.000 casos estimados por ano entre os homens ¢ 250.000 entre as mulheres (Curado
& Hashibe, 2009).

Os carcinomas de células escamosas de cabega e pescoco (CCECP) € o sexto tipo mais
comum de cancer com uma estimativa de 575.000 novos casos diagnosticados anualmente
(Ferlay et al. 2012; Parkin et al. 2005). As regides de cabeca e pescogo incluem da cavidade
oral, orofaringe, laringe e hipofaringe (Kamangar et al., 2006). A incidéncia de carcinoma
epidermoide, particularmente da orofaringe, aumentou recentemente em pacientes mais jovens,
e muitos desses pacientes nao relatam uma historia de exposigdo aos fatores de risco classicos
do tabagismo e consumo excessivo de alcool (Leemans et al., 2011). Anualmente 650.000 novos
casos de tumores de cabeca e pescogo sdo diagnosticados e registrados, sendo que cerca de
350.000 evoluem para obito. Estas neoplasias que se originam na cavidade oral, faringe e
laringe tem, segundo o INCA e por determinagdo anatomo-topografica, atribuicdo ao trato
aerodigestivo superior, representando a quinta maior frequéncia de cancer entre os homens e a
sétima entre as mulheres. O tratamento desta doenca promove mudangas importantes que
reduzem a qualidade de vida dos individuos afetados, suas atividades diarias, e em muitos casos,
com consequéncias severas, podendo chegar ao 6bito (Galbiatti et al., 2013).

O carcinoma da laringe ¢ responsavel por uma incidéncia, aproximadamente, de
170.000 novos casos e de 85.000 mortes por ano no mundo, ocorrendo predominantemente no
sexo masculino, que representa cerca de 2% de todos os casos de cancer e 2,2% dos 6bitos por
cancer (INCA, 2012). Apesar dos constantes progressos na deteccdo das causas da etiologia,
patogénese e no prognostico dos carcinomas da laringe, o tema ainda necessita de elucidacao.
Neste cendrio, os estudos epidemioldgicos e genético-moleculares que investigam mutagdes

associadas aos genes correlacionados a iniciagdo e progressdo dos CCECP, inclusive os
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laringeos, consistem em importantes ferramentas para a compreensdo dos mecanismos
carcinogénicos subjacentes ao desenvolvimento tumoral (INCA, 2014).

Em paises emergentes, como o Brasil, o CCECP ¢ um problema de saude publica,
responsavel por 13% das causas de Obitos para todos os tipos de cancer. A incidéncia e
mortalidade do CCECP deve ser realizada de acordo com os sitios anatdmicos. Os padroes de
incidéncia do cancer espelham, muitas vezes, a distribuic¢ao geografica dos fatores de risco
especificos. O estudo da quantificagao do efeito dos diferentes potenciais fatores de risco €
oportuno, sendo fundamental o estudo de outros fatores relacionados aos hébitos de vida
(Curado, 2000; INCA, 2014). A laringe em sua fisiologia, ¢ o 6rgio responsavel pela geracao da
voz, pela protecdo das vias aéreas inferiores contra substancias estranhas, facilitando a tosse,
mecanismo de expulsdo do corpo estranho e no auxilio da degluticio dos alimentos. As
patologias que acometem este 6rgdo causam distirbios fisioldgicos, que incorrem em impacto
na qualidade de vida do individuo (da Silva, 2003).

Os pacientes que apresentam cancer laringeo descrevem os sintomas de odinofagia e
rouquiddo prolongada, o que sugere tumores na regido glotica e subglotica. O cancer
supraglotico estd, muitas vezes, acompanhado por sinais e sintomas como, alteracdo na
qualidade da voz, disfagia leve, sensacdo de um caroco na garganta e linfadenopatias. Em
situacdes avangadas, além da rouquiddo, podem ocorrer dores na garganta, intensa disfagia e
dispnéia (INCA, 2012). O tamanho e a localizagdo do tumor sdo os parametros mais bem
observados para o carcinoma da laringe. O tempo que marca o inicio dos sintomas e a presenga
de nddulo cervical sdo os principais fatores que definem o diagndstico clinico das neoplasias da
laringe (Kowalski et al., 2000). O exame loco-regional, da-se através de exames
complementares, como exemplos podemos citar a laringoscopia indireta, a rinoscopia anterior e
posterior. Para uma confirmacdo diagndstica, a laringoscopia direta com bidpsia deve ser
realizada quando o exame indireto ndo permite uma melhor elucidacao clinica (Kowalski et al.,
2000).

O desenvolvimento do CCECP ¢ resultante de multiplas etapas que envolvem o
acumulo de alteragdes genéticas moduladas por predisposi¢do e/ou fatores ambientais (tabaco,
alcool, inflamagdo cronica, infec¢des virais, entre outros), além de mudancas no sistema
imunologico, indugdo de vascularizacdo (incluindo angiogénese) e disseminag¢do das células
tumorais (invasdo tumoral local e metastases a distancia) (Tsantoulis et al., 2007, INCA 2012;
Franca et al., 2012). Estudos indicam que a patogénese do tem origem e progresso clinico
distintos e demonstram que nos carcinomas de laringe parece apresentar dois comportamentos
biologicos diferentes desse tipo de neoplasia: uma relacionada a fatores como alcool e tabaco, e

outra relacionada ao papilomavirus humano. Além desses, pode-se dizer que caracteristicas
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genéticas individuais talvez sejam os principais fatores na determinagdo do efeito de uma
substancia ou agente agressor como responsavel por uma neoplasia maligna (Audi et al., 2000;
Syrjdnen, 2005; Liang et al.,, 2012). Atualmente, sdo utilizadas diferentes modalidades de
tratamento para o cancer da laringe: radioterapia, cirurgia e quimioterapia (INCA, 2014).
Diversas técnicas cirargicas atuais, como a cirurgia robotica, que reduzem a taxa de
traqueostomia e permitem recuperacao mais rapida da funcao de degluti¢do oral e internagdes
mais curtas surgiram nos ultimos anos. A mortalidade e morbidade associadas a doenga maligna
permanecem elevadas, causando impacto sobre a qualidade de vida e o custo de tratamento dos
pacientes (Dasgupta et al., 2012; Hans et al., 2012).

A sobrevida em 5 anos desses pacientes € de cerca de 50%, permanecendo dessa forma
pelos ultimos 50 anos. Devido a isso, o conhecimento sobre a epidemiologia, fatores de risco,
diagndstico e tratamento ¢ cada vez mais importante em sua detec¢do e encaminhamento
precoce (Carvalho et al., 2004; Chin et al, 2004; Parkin et al., 2005; Haddad et al, 2008). O
objetivo do presente estudo foi de avaliar as caracteristicas epidemiologicos, aspectos socio-
comportamentais e a suscetibilidade dos pacientes do Carcinoma de Células Escamosas (CCE)

de Laringe, em pacientes de um hospital oncolégico referéncia no Centro-Oeste brasileiro.

PACIENTES E METODOS

O presente estudo corresponde a um estudo retrospectivo de pacientes diagnosticados
com cancer de células escamosas da laringe, entre janeiro de 1998 a dezembo de 2008, oriundos
do Registro de Cancer de Base Populacional (RCBP) do Hospital Aratjo Jorge (HAJ) da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goids (ACCQG) localizado na cidade de Goiania (GO),
servico de referéncia no diagdstico e tratamento de cancer da regido Central e Norte do Brasil.
Durante este periodo, 63 pacientes foram selecionados para o grupo caso. No HAJ foram
selecionados os casos de cancer primario da laringe por ocasido do diagnostico, anteriormente
ao inicio do tratamento.

Todos pacientes aceitaram participar do estudo que receberam informagdes sobre os
objetivos deste estudo e assinaram o termo de consentimento pds-informacdo e responderam
individualmente um questionario, previamente aprovado pelo comité de ética em Pesquisa
envolvendo seres humanos do Hospital Araujo Jorge/ACCG, com respeito a historia individual
de exposi¢do a fatores ocupacionais, ambientais e habitos de vida. Todos os individuos foram
previamente selecionados sob a condigdo de ndo terem sido submetidos a radioterapia ou
quimioterapia. No caso dos pacientes, também foram excluidos aqueles cujo laudo
histopatologico de cancer de laringe (CID-O: C32). Os prontuarios dos 63 pacientes foram

analisados referentes as varidveis: sexo, idade, etnia, profissdo, data do diagnostico, habitos
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tabagista e etilista, estadio da doenga, CID-O, tratamento (radioterapia, quimioterapia e cirurgia)
e numero de oObitos. Foram consultados a fim de obter os dados para avaliacdo genético-
epidemiologica dos pacientes estudados, na busca de associagdo entre os fatores socio-
ambientais e dados clinicos. O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Citogenética
Humana e Genética Molecular (LaGene), do Laboratério Central Dr Giovanni Cysneiros
(LACEN), da Secretaria de Estado da Saude (SES) do Governo do Estado de Goias e conjunto
com o Nucleo de Pesquisas Replicon, do Departamento de Biologia, da Pontificia Universidade

Catolica de Goias (PUC), ambos localizados na cidade de Goiania (GO) Brasil Central.

Analise Estatistica

Os dados socio-demograficos e epidemioldgicos dos pacientes diagnosticados com CCE
de laringe, foram tabulados em planilhas do software Excel® (2013). A sobrevida também foi
calculada de acordo com os gendtipos dos pacientes, para isso foi utilizado o método da Tabua
de Vida Atuarial e posteriormente o teste de logrank utilizando o software GrahPad Prism®

(Versao 4.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As frequéncias quanto aos dados socio-ambientais e clinicos encontram-se distribuidos
na Tabela 1. Foram analisados 63 prontudrios, dos quais 77,8% (49/63) sdo pacientes do sexo
masculino e 22,8% (14/63) do sexo feminino. O presente estudo sugere que em Goiania, de
acordo com os pacientes analisados, o CEC de laringe ¢ 3,5 vezes mais frequente em homens,
menor do que encontrado por Silva (2003), na mesma cidade. Os dados sugerem que esta
relagdo tende a diminuir devido, provavelmente ao aumento do niimero de mulheres que
apresentam os hébitos tabagista e etilista, visto que estes sdo os fatores de risco mais fortemente
associados aos tumores de laringe (Silva, 2003; Kim ez al., 2003; Menezes et al., 2002).

A média de idade observada no presente estudo foi de 58,1 (DP £10.3). A faixa etdria de
41 a 60 anos apresentou o maior nimero de pacientes. De acordo com os dados encontrados,
52,4% (33/63) pacientes encontram-se na 4* e 5* década de vida, sendo que 44,4% (33/63)
possuem mais de 60 anos de idade. Foi observada uma sobrevida menor em pacientes
diagnosticados > 60 anos de idade, quando comparada a pacientes que apresentavam idade < 60
anos, na data do diagnostico (p=0,04). Silva (2003) em sua analise epidemioldgica observou que
45.1% dos pacientes também se encontravam na faixa etaria entre 41 e 60 anos. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a populacdo brasileira pode ser dividida,

para fins de estudos demograficos em branco, negro, pardo, amarelo e indigena (Caetano, 2004).
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A populacdo estudada apresentou 62,3% (38/63) pacientes pertencentes ao grupo pardo, 31,1%
(19/63) brancos e 6,6% (4/63) negros.

A atividade ocupacional foi dividida em trés grupos: atividade 1?* (agricultura), atividade
2% (industria) e atividade 3% (prestagdo de servigos). Os dados demonstram que 65,0% (41/63)
dos pacientes trabalham no setor 3°, 30,2% (19/63) no setor 1°, sendo 89,5% (17/19) destes
lavradores e apenas 4,8% (3/63) dos pacientes relataram trabalhar na industria. O elevado
numero de pacientes que atuam na prestacdo de servigos (setor 3°) pode estar relacionado aos
habitos tabagista e etilista e ainda, exposi¢ao rotineira a poluigdo urbana. Outro fator de risco
deve-se ao habito alimentar, pois consumo de carne vermelha e de alimentos gordurosos tem
sido associado a um aumento no risco de cancer neste 6rgao (Tavani et al., 2000). De acordo
com os dados especificos quanto a ocupagdo, a profissdo mais prevalente ¢ a de lavrador com
27% (17/63) dos pacientes, seguido de 12 pacientes (19,0%) do lar e 9,5% (6/63) referentes a
motoristas em geral, as demais ocupagdes abrangem 44,5% dos pacientes estudados.

Em relagdo aos habitos tabagista e etilista, 93,7% (59/63) sao fumantes e 58,7% (37/63)
sdo etilistas, sendo todos estes também tabagistas. Predominantemente, o tempo superior a 20
anos de exposicao a esses dois fatores foi o mais observado entre os pacientes. Apenas 28,6
(18/63) pacientes relataram ter algum caso de neoplasia na familia. O tempo médio entre a data
do diagnostico e a data do tratamento foi de 7,6 meses, sendo que 51,1% (24/47) dos pacientes
apresentaram este intervalo de tempo menor que 6 meses e 48,9% (23/63) demais tiveram a data
do tratamento 6 meses apos a data do diagnostico. Tal dado ¢ preocupante levando-se em
consideragdo que alguns casos apresentaram estadiamento elevado e tempo de diagnostico
superior a 6 meses.

Em relagcdo as frequéncias percentuais dos casos de laringe por topografia (CID-O),
42,8% (27/63) dos pacientes apresentaram a glote acometida, a supraglote estava envolvida em
25,4% (16/63) dos casos e apenas 3,2% (2/63) dos pacientes tinham a subglote como regiao
acometida. Silva (2003), em um trabalho realizado em pacientes diagnosticados com cancer de
laringe, no periodo de 1988 a 1998, relatou a presenga da glote como topografia mais acometida
para o cancer de laringe com 31% dos casos, sendo que 49% dos seus pacientes apresentaram a
classificacdo C32.9 (Laringe SOE). O presente estudo encontrou apenas 18 (28,6%) pacientes
com esta classificagdo inferindo que o diagnostico clinico e anatomopatologico se tornaram
mais precisos e especificos, quando comparado ao trabalho de Silva (2003), para o mesmo
servico de patologia.

O sistema TNM também foi investigado no grupo de pacientes do presente estudo. A
divisdo dos casos de cancer em grupos, de acordo com os chamados estadios, surgiu a partir do

momento em que as taxas de sobrevida eram maiores para os casos no qual a doenca era
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localizada quando comparada com casos que sofreram metastase (MS, 2004). O estadio I e IV
apresentou as maiores frequéncias percentuais, 32,3% (20/62) e 30,6% (19/62),
respectivamente. De 1988 a 1998, os estadios III e IV, com frequéncias de 25% e 18%,
respectivamente, foram os mais acometidos entre os casos de cancer de laringe (Silva, 2003),
tais dados sugerem que o diagnéstico para o cancer da laringe atualmente, sdo realizados em sua
maioria, na fase inicial da doenca, no Estaddio I. Quanto ao tratamento realizado nos pacientes
com cancer da laringe, a laringectomia foi o principal tratamento realizado em 71,4% (45/63)
dos casos, sendo 60% (27/45) a laringectomia total a cirurgia de escolha e 28,9% (13/45) a
laringectomia parcial. Todos os pacientes que sofreram a laringectomia total também foram
submetidos ao esvaziamento cervical.

A Figura 1 apresenta a distribuicdo das andlises da sobrevida (A) geral, (B) sexo, (C)
idade, (D) consumo de cigarros ¢ alcool, (E) estadiamento e (F) tipo de tratamento. A sobrevida
relativa geral dos 63 pacientes foi estimada em aproximadamente 65,9% num periodo de 6 anos,
com censura de 4,7%. Embora a taxa de sobrevida de 78,9% para o sexo feminino apresenta-se
moderadamente elevada em relagdo ao sexo masculino (61,4%), a diferenca observada nao foi
estatisticamente significante (p= 0,85). A sobrevida relativa estimada para os pacientes de etnia
branca foi de 67,9%, sendo maior (81,9%) encontrada no grupo pardo. Ao final de 64 meses a
taxa de sobrevida relativa para os negros foi nula. Tal dado deve-se provavelmente, a baixa
frequéncia de negros no grupo estudado (6,3%).

A sobrevida relativa estimada para os pacientes que apresentavam os hébitos tabagista e
etilista simultaneos (63,5%) foi menor, comparado a sobrevida relativa dos pacientes que nao
apresentavam tais habitos (71,3%). As diferengas observadas nas taxas de sobrevida foram
estatisticamente significativas (p= 0,01). A sobrevida relativa encontrada para os Estadios I e 11
foi de 71,6% e a dos Estadios III e IV foi de 60,2%. Mesmo com uma diferenca entre as
sobrevidas, ndo foi observada relevancia estatistica significante entre os Estadios (p= 0,37). A
sobrevida relativa estimada para os pacientes que foram tratados apenas por cirurgia foi de
68,2%, contra 75,1% dos pacientes que foram submetidos além da cirurgia, a quimioterapia e
radioterapia. As diferencas observadas nas taxas de sobrevida ndo foram estatisticamente
significativas (p= 0,78).

Nas ultimas décadas, tem se verificado a progressiva ascensao das doencgas crdnico-
degenerativas, dentre elas, o cancer. Estimativas do INCA, para o biénio 2012/2013, foram 518
mil novos casos de cancer no Brasil (INCA, 2014). A expectativa de vida de cinco anos ¢
observada em cerca de 50% dos pacientes portadores de CCEs de laringe com metéstases
linfonodais. Estudos demonstram que pacientes com doenca avancada e resposta tumoral a

quimioterapia neoadjuvante tém satisfatoria taxa de cura. Isto ¢ importante no que se refere ao
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emprego de uma terapéutica com menor nivel de toxicidade (Kadlubar, 2001). Dessa forma, sua
prevencdo consiste basicamente em programas e¢ medidas de controle ao consumo de tabaco e
alcool, que, na verdade, visam a reducdo de diversas enfermidades. O diagndstico precoce ¢ o
meio mais eficaz de que se dispde para melhorar o progndstico do cancer e consequentemente
aumentar a taxa de sobrevida. Vale ressaltar, ainda, que, sendo diagnosticado tardiamente, o
tratamento provavelmente envolvera cirurgias agressivas (Sassi et al., 2010).

A cerca dessas consideracdes e de que um dos mais importantes objetivos de um
sistema de saude ¢ prover diagnostico precoce e assisténcia oportuna a sua populacdo, mais da
metade dos casos tem sido diagnosticada em estdgios avancados, o que implica em pior
prognodstico e diminuigdo da taxa de sobrevida. Sugerem-se diversas situagdes que poderiam
levar a essa demora: profissionais que nao sabem orientar corretamente pacientes; pacientes que
ndo procuram o profissional por medo do diagndstico ou somente o procuram quando ja sofrem
alguma restricdo alimentar, de fala ou de convivio social (Honorato et al., 2009; Santos et al.,
2011). O TNM tem sido a classificacdo adotada para caracterizar os tumores, propor a terapia e
estimar a sobrevida dos pacientes. Contudo, nem mesmo o TNM ¢ capaz de predizer o
comportamento bioldgico individual (Lourenco, 2007; Montoro et al. 2008).

Apesar dos recentes avancos no tratamento do CCE, esse ainda tem consequéncias
devastadoras e a sobrevida dos pacientes ainda ¢é considerada pequena, resultado de
comorbidades e dos fatores sociais que impactam o sucesso do tratamento, incluindo a baixa
adesdo, acesso restrito aos cuidados de satde, e os recursos limitados do paciente (Rodriguez,
2010). A avaliagdo da sobrevida depende de fatores associados, ndo somente ligados a
caracteristicas individuais, mas também verificados entre os estados brasileiros, reforcam a
necessidade de incluir a abordagem e a avaliacdo das disparidades desses territorios de
planejamento como possibilidade de incrementar as agdes de satide voltadas a esses pacientes e,
consequentemente, alcancar melhores resultados no cuidado prestado e, portanto, melhores
niveis dos indicadores de sobrevida.

Em conclusdao, o CCE da laringe acometeu 3,5 vezes mais os homens, do que as
mulheres. Essa relagdo tende a diminuir, com o passar dos anos devido provavelmente, ao
aumento do nimero de mulheres que apresentam os habitos tabagista e etilista. Os pacientes
com habitos tabagista e etilista cronicos e concomitantes apresentam uma sobrevida
consideravelmente menor, quando comparados aos pacientes que ndo apresentam tais habitos
em um intervalo de 6 anos. Adicionalmente, a sobrevida geral da laringe foi de
aproximadamente 66% em seis anos. Tal observagdo estd diretamente relacionada aos habitos
tabagistas e etilistas concomitantes, refor¢ando a participacdo desses fatores na iniciagcdo e

progressao do CCE de laringe.
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Table 1. Demographic, clinics and treatment characteristics of cancer of larynx in Central Brazil

. Patients
Characteristics n (%)
Age (y) (n=063)

<40 2(3.2)
40 — 60 33 (52.4)
> 60 28 (44.4)
Sex (n=163)
Female 15 (23.8)
Male 48 (76.2)
Skin color (n=063)
Brown 39 (61.9)
White 20 (31.7)
Black 4(6.3)
Ocuppation (n=63)
Primary 19 (30.2)
Secondary 3(4.8)
Tertiary 41 (65.1)
Cigarette smokers (n=53)
<20 years 2 (3.9)
> 20 years 51(96.2)
Alcohol drinkers (n=17)
<20 years 2 (11.8)
> 20 years 15 (88.2)
Topography (n=163)
glottis 27 (42.9)
supraglottis 16 (25.4)
subglottis 2(3.2)
larynx NE* 18 (28.6)
Cancer staging (n=163)
I 20 (32.3)
I 11 (17.7)
111 12 (19.4)
v 19 (30.6)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- O presente estudo ndo observou associacao entre os genes de biometabolismo de
xenobioticos (CYPIAI, GSTM1 e GSTTI) e a suscetibilidade de cancer de células escamosas
(CCE) de laringe. Adicionalmente, o estudo do polimorfismo do cdédon 72 do gene TP53
revelou que individuos Pro/Pro desenvolveram cancer da laringe mais tardiamente do que os
pacientes Arg/Arg e Arg/Pro. Comparando os grupos caso e controle, foi observado um risco
maior de desenvolver cancer de laringe com a presenca do genotipo Arg/Pro de 2,7 vezes. A
frequéncia do genoma do HPV foi de 3% das amostras analisadas (HPV11 e 16/45), todos para
individuos Arg/Arg.

- O CCE de laringe, no presente estudo, acometeu 3,5 vezes mais homens, do que
mulheres. Os pacientes com habitos tabagista e etilista cronicos e concomitantes apresentam
uma sobrevida consideravelmente menor, quando comparados aos pacientes que nao
apresentam tais hdbitos em um intervalo de 6 anos. Adicionalmente, a sobrevida geral da
laringe foi de aproximadamente 66% em seis anos. Tal observagdao esta diretamente
relacionada aos habitos tabagistas e etilistas concomitantes, reforcando a participagcdo desses
fatores na iniciagao e progressao do CCE de laringe.

- Alteragdes adicionais em regides previamente estudadas e a investigacdo de outros
fatores associados aos carcinomas laringeos poderdo vir a ser ferramentas importantes na
estimativa do prognostico da progressao tumoral e, consequentemente, na melhoria da

qualidade de vida dos pacientes.
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Anexos

Anexo 1. Parecer favoravel do Comité de Etica da Associagdo de Combate ao Cancer em

Goids (ACCG).

2 Q ASSOCIAGAC DE COMBATE
ety AO CANCER EM GOIAS

Goiania, 30 de junbo te 1998.

Iima Sra.
Dra. Maria Paula Curado

Servigo de Cabega e Pescogo do Hospital Aratjo Jorge - ACCG
Nesta

Prezada Sra.,
Encaminhamos a V.Sa. relatério do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Vivos, apds andlise do projeto “ESTUDO INTERNACIONAL

CORRELACIONANDO VIROSES E CANCER DE CAVIDADE ORAL
E DE LARINGE".

Informamos que o referido projeto foi aprovado em reunido do comitd
realizado no dia 30/06/98 apos ser apresentado aos membros presente.

Colocamo-nos ao scu inteiro dispor para esclarecimentos necessérios.

Cordiais Saudagdes.

]
Dr. Gerald %ﬂ/\/(;élciroz

Presidente \do Comité de Etica - ACCG
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Anexo 2. Analise de Prontudrios de Pacientes com CEC de Laringe

ACCG - Hospital Aratjo Jorge

Niicleo de Pesquisas Replicon ID:

1. N°. Prontuario: Sexo: -1.M( ) -2.F()
2.-1.1dade: -2. Grupo Etnico: -3. Profissao:
3.- 1. Cidade: -2. Telefone:
4. Habitos:

-1. Tabagismo ( )__ anos____meses -2.Etilismo ( )___ anos_____meses
5. Alguma evidéncia de neoplasia na familia?
-1.( ) Sim -2.( ) Nao. Cancerde
6. -1. Data do Diagnoéstico: / /
7. CID-O: -1. Glote C32.0 ( ) -2. Supraglote C32.1( )  -3.Subglote C32.2 ( )
-4, Cartilagem L. C32.3 () -5. Lesdo sobreposta C32.8( ) -6. Laringe, SOE C32.9 ()
8. Estadiamento: -1.T( ) N( ) M( ) -2. Data: / /
9. Tratamento: Houve consenso por parte da familia e / ou do paciente? -1.S( )-2.N( )
-3.( ) Radioterapia a)inicio:__ / /_ b)fim: /__/ _ obs.:

-4.( ) Quimioterapia a)inicio:_ / /_ b)fim: [/ obs.:

-5. Cirurgia:

5.1.( ) Laringectomia Parcial 5.2.( ) Laringectomia Total 5.3.( ) Esvaziamento Cervical
10. Situacao do Paciente

-1.( ) auséncia da doenga ativas e / ou cura

-2.( ) intervalo livre da doenga (data: / / )

-3.( ) reincidéncia (data da confirmacéo: /_ /)y ()Rxt ( )Qmt ( )Cirurgia
-4.( ) prontudrio em aberto (sem mais informag¢des, evasao) (Gltima consulta: / / )
-5.( ) tratamento domiciliar (data: / / )

-6.( ) obito (data: / / )

Observacoes:
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Anexo 3. Comprovante de submissao a Cancer Prevention Research (CPR):

Artigo 01 - Alcohol and tobacco consumption and the genetic polymorphism of CYP and GST in
patients with cancer squamous cell laryngeal

AACHR
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»

T | e | e | e | | e | s G

Detailed Status Information

Manuscript #
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Current Revision # 0
Submission Date 2017-03-14 18:06:57
Initial QC
|Title /Alcohol and tobacco consumption and the genetic polymorphism of CYP and GST in patients with cancer squamous cell laryngeal
Running Title Genetic polymorphism with cancer laryngeal
Manuscript Type Research Article
C: Y Risk Factors and Assessment

Corresponding Author

Mr. Raimundo L. Silva (Pontifical Catholic University of Goias)

Contributing Authors

Dr. Paulo Marcelo F. Vasconcelos , Dr. Claudio C. da Silva , Dr. Aparecido D. da Cruz , Dr. Maria Paula Curado

Abstract

The study of risk factors for laryngeal cancer is justified by the need to propose preventive actions, aiming to reduce its incidence in regions and
countries where it is still high, as in Brazil. The aim of this study was to analyze the genetic polymorphisms of CYP1A1m1, GSTM1 and GSTT1 in
case-control groups of patients diagnosed with squamous cell carcinoma of the larynx in patients attended by Hospital Aradjo Jorge, a reference
service in the diagnosis and treatment of cancer in the Central Brazil. A total of 63 patients were analyzed over a period of 10 years. As for the
CYP1A1 gene, allelic frequencies of 58.9% and 56.1% were observed for the wild-type T and 41.1% and 43.9% for the mutant C allele in cases
and controls. Positive genotypic frequencies were observed for the GSTM1 and GSTT1 genes of 41.3% (26/63) and 54.0% (34/63) for laryngeal
carcinomas and 49.0% ( 24/49) and 51.0% (25/49) for the control group, respectively. No statistically significant associations of the allelic and
genotype variants CYP1Aim1, GSTM1 and GSTT1 with the squamous cell carcinoma of the larynx were found. The absence of this check,
however, does not completely exclude the possibility of this gene to exert some influence on the development of laryngeal cancer, considering
that haplotypes involving the various biometabolism genes may contribute in a differentiated way to the carcinogenesis.
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Abstract

Knowledge of human papillomavirus (HPV) -activated carcinogenesis and inactivation of the TP53 tumor suppressor gene by the E6 oncoprotein
|and the inactivation of cell apoptosis lead to preferential growth of the affected cells characterized by a progressive and uncontrolled increase in
lcancer. The objective of the present study was to evaluate a possible association of the HPV3-related gene of the TP53 gene (codon 72) in
|cases of control cases of patients diagnosed with laryngeal squamous cell carcinoma (SCC) in patients treated by Head and MNeck Service of a
Hospital Araljo Jorge, reference in Central Brazil for treatment and diagnosis of cancer. In all, 112 patients were evaluated, of which 63 were
from the case group. The polymorphism of the codon 72 (Arg or Pro) of the TP53 gene was evaluated and additionally, fresh biopsy samples were
lsubmitted to HPV identification and genotyping. The study revealed that Pro / Pro individuals laryngeal cancer later than Arg/Arg and Arg/Pro
patients. In addition, comparing the case and control groups, a 2.7-fold higher risk of developing cancer of the larynx was observed. Larynx with
lthe presence of the Arg/Pro genome. The frequency of the HPV genome was 3% of the analyzed samples (HPV11 and 16/45). Additional changes
in the studied areas and an investigation of other factors asseciated with laryngeal carcinomas are important important in the estimation of the
prognosis of tumors and, consequently, in the quality of the patients' quality of life.
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Scope and editorial policy

CLINICS publishes peer-reviewed articles of interest to clinicians and researchers in the medical sciences. CLINICS is
registered with PubMed Central (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/795/) and SciELO (http://www.scielo.br/clinics)
and complies with the policies of funding agencies which request or require deposition of the published articles that they fund
into publicly available databases. CLINICS supports the position of the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMIE) on trial registration. Visit http://www.icmje.org/ for further details and http://www.who.int/ictrp/network/en/ for the
WHO's list of approved registries.

Please make sure to submit your manuscript in the exact format that is described below. Failure to do so will cause the
submission to be returned to you during the preliminary examination by the Editorial Office.

e Manuscripts involving human subjects or the use of laboratory animals must clearly state adherence to appropriate
guidelines and approval of protocols by their institutional review boards. Photographs that may identify patients or other human
participants of studies shall be acceptable only when a legally valid consent form is signed by the participating patient, other
human participant, or his/her legally constituted representative.

e Authors are strongly advised to use abbreviations sparingly whenever possible to avoid jargon and improve the readability of
the manuscript. All abbreviations must be defined the first time that they are used. Only terms or expressions that are used at
least 5 times throughout the text should be abbreviated. Never use abbreviations that spell common English words, such as FUN,
PIN, SCORE, and SUN.

PROFESSIONAL ENGLISH REVISION

Prior to submission to CLINICS all manuscripts must undergo professional English revision. Upon submission an officially
certified document issued by the language revision company or language reviewer, confirming that the manuscript has been
revised must be uploaded as a complementary file.

CLINICS highly recommends the company American Journal Experts (AJE). We have been working with AJE for many years,
and are very satisfied with the quality of their work. We are pleased to inform you that we have negotiated a special fee for our
authors. Please submit your manuscript to AJE through their website (https://www.aje.com). If you have any doubts please
contact them directly by email (support@aje.com). Our 20% discount code is CLINICS2016. Premium Editing is mandatory for
CLINICS.

Our Editorial Policies for accepted manuscripts are listed below:

e Manuscripts that have already been revised by AJE: As soon as the manuscript is accepted for publication, the authors must
send it to AJE again for a final revision. This revision is included in the initial fee, there is no extra cost.

e Manuscripts that have been revised by another company, other than AJE: As soon as the manuscript is accepted for
publication, the authors must send it to AJE for a final revision (Premium Editing).

During the evaluation, process manuscripts undergo modifications, so a final revision is obligatory for all manuscripts approved
for publication.

PUBLICATION FEES

CLINICS uses a business model whereby expenses are partly recovered by charging the authors, or research sponsors, a
publication fee for each published article. We have updated our 2016 prices, effective for articles submitted from 05/01/2016
onwards, as follows: original articles, review articles and rapid communications: US$ 1,500.00 (International authors) and R$
1.500,00 (Brazilian authors). There are no charges for Invited reviews, editorials and letters to the editors.

Waiver Policy: Most institutions and funding agencies have set up funding sources to cover Article Publication Costs.
Unfortunately CLINICS cannot grant fee waivers due to its 2016 policies.
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SUBMISSION

A copyright transfer form, signed by all authors, must be uploaded as a complementary file as soon as the manuscript is
submitted.

When the authors are satisfied that the manuscript complies with the journal format, our site should be accessed using the
website www.clinics.org.br. The system will guide authors through the manuscript submission process and will prompt authors
to input information into specific fields as they are submitting their manuscript. The editorial office and authors will be
automatically notified of the submission. Progress of the manuscript through the Editorial Office’s procedures will be available
to authors at all times. Click here to download the Copyright Transfer Form.

PEER REVIEW

Manuscripts are reviewed by at least two expert consultants. Accepted manuscripts are edited to comply with the journal’s
format, remove redundancies, and improve clarity and understanding without altering meaning. The edited text will be presented
to authors for approval.

Manuscript Categories

ORIGINAL STUDY: Complete original studies should be submitted in this category. Three sections are offered: basic, clinical,
and surgical research. Original studies must conform to the following format:

Title page

o Title (up to 250 characters);

e Running title (up to 40 characters, letters and spaces);

o Full address of corresponding author only;

e Authors’ names (without titles or degrees). Authors should have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for appropriate portions of the content. Such participation must be declared in this section of the manuscript.

e Any financial or other relationships that may lead to a conflict of interest must be disclosed.

Manuscript

e Abstract: Abstracts are limited to 250 words and structured into objectives, method, results, and conclusions. Citations or
abbreviations (except internationally recognized abbreviations, such as weights, measures, and physical or chemical
abbreviations) are not permitted. Authors are strongly encouraged not to display numerical statistical information but to merely
state what is significantly different (or not) between the described parameters.

o Keywords: For keywords, 3-6 items from the Medical Subject Headings (MeSh) should be used.

e Introduction: The introduction should set the purpose of the study, provide a brief summary (not a review) of previous
relevant studies, and state the new advances in the current investigation. The introduction should not include data or conclusions
from the work being reported. A final sentence summarizing the novel finding to be presented is permissible.

e Materials and Methods: This section should briefly give clear and sufficient information to permit the study to be repeated
by others. Standard techniques only need to be referenced. Previously published methods may be briefly described following the
reference.

e FEthics: When reporting experiments on human subjects, indicate whether the procedures were in accordance with the ethical
standards of the responsible committee on human experimentation (institutional or regional) and with the Helsinki Declaration of
1975, which was revised in 1983. When reporting experiments on animals, indicate whether the institution's guide, a national
research council's guide, or any national law on the care and use of laboratory animals was followed.

e Results: The results section should be a concise account of the new information that was discovered, with the least personal
judgment. Do not repeat in text all the data in the tables and illustrations but briefly describe what these data comprise.

e Discussion: The discussion should include the significance of the new information and relevance of the new findings in light
of existing knowledge. Only unavoidable citations should be included. Citation to review articles are not encouraged in this
section.

e Acknowledgements: This section should be short, concise, and restricted to acknowledgements that are necessary.

e References in text: CLINICS adopts the Vancouver format. Cite references in the text using Arabic numerals in the order of
appearance, within parentheses, (1) after the previous word, with spacing as in this example: “Diabetes (2), hypertension (3,4)
and alcoholism (5-9) are complex medical problems (10).” Under exceptional circumstances, authors’ names may appear in text:
Single author: “Einstein (11) proposed a new theory ...”, Two authors: “Watson and Crick (12) reported on the structure of ...”,
or Three or more authors: “Smith et al. (13) described ...”

e Reference List: Only citations that appear in the text should be referenced. References must be restricted to directly relevant
published works, papers, or abstracts. Unpublished papers, unless accepted for publication, should not be cited. Work that is
accepted for publication should be referred to as "in press" and a letter of acceptance of the journal must be provided. Authors
are responsible for the accuracy and completeness of their references and for correct textcitation. Usually the total number of
references should not exceed 35. For up to 6 authors, list all authors. For more than 6 authors, list first 6 authors followed by “et
al”.

e Tables and Figures: Tables: Should be constructed using the table feature in your word processor or using a spreadsheet
program such as Excel. The tables should be numbered in order of appearance in the text, using Arabic numerals. Each table
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should have a title and an explanatory legend, if necessary. All tables must be referenced and succinctly described in the text.
Under no circumstances should a table repeat data that are presented in an illustration. Statistical measures of variation (i.e.,
standard deviation or standard error) should be identified, and decimal places in tabular data should be restricted to those with
mathematical and statistical significance. Figures: Photographs, illustrations, charts, drawings, line graphs, etc. are all defined as
figures. Number figures consecutively using Arabic numerals in order of appearance. Figure legend(s) should be descriptive and
should allow examination of the figure without reference to text. Images must be of professional quality and uploaded as *.tiff
files. Generally, figures will be reduced to fit one column of text. The actual magnification of all photomicrographs should be
provided, preferably by placing a scale bar on the print. Line graphs and charts should never be sent as *jpeg illustrations. We
recommend preparing line graphs and charts as Excel® files and copying these files into a Word *.doc sheet.

REVIEW ARTICLES: Review articles should cover themes that are relevant to medical practice. Spontaneously submitted
reviews are welcome; however, potential authors should bear in mind that they are expected to have expertise in the reviewed
field. The sections should be arranged as follows:

o Title page: As described in the Original Study section.

e Manuscript: Abstract, keywords and text should be arranged to cover the subject that is being reviewed. If appropriate, the
method of reference collection should be described. The use of headings, subheadings, and paragraph titles is encouraged to
improve clarity. Abbreviations, acknowledgments, tables and figures should be formatted as described in the Original Study
section. The number of references is at the discretion of the authors. No publication fee discount is allowed for spontaneously
submitted review articles that are accepted for publication.

RAPID COMMUNICATIONS:

o Title page: As described in the Original Study section.

e Manuscript: Rapid communications are limited to 1,500 words, not including the reference list, abstract and keywords.
Authors should format rapid communications based on the subject at hand. Abstracts are limited to 250 words and structured
into objectives, method, results, and conclusions. Citations or abbreviations (except internationally recognized abbreviations,
such as weights, measures, and physical or chemical abbreviations) are not permitted. For keywords, 3-6 items from the Medical
Subject Headings (MeSh) should be used.

LETTERS TO THE EDITOR: Letters to the editor expressing comments or dissenting opinions concerning articles that have
been recently published in CLINICS are published at the discretion of the editor. A letter is a single section containing untitled

text concerning the article under discussion, followed by references. No publication fee is charged for this class of manuscripts.

EDITORIAL: Editorials should cover broad aspects of medical or biological sciences. Such manuscripts are not submitted to
peer review and are published at the discretion of the editor. No publication fee is charged for this class of manuscripts.

COMMENTARY: A commentary is an invited text with respect to an article that is being published by CLINICS. No
publication fee is charged for this class of manuscripts.

INVITED REVIEW: These reviews are by invitation only and follow the format proposed for general reviews. No publication
fee is charged for this class of manuscripts.

SPECIAL ISSUE ARTICLE: Special issue articles are by invitation only and follow a specific format that is set by the editor
in charge of the collection.

Currently CLINICS does not accept: case reports, technical notes, retrospective studies, translations and validations of
questionnaires, and articles referring to first demonstration in Brazil.
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