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Uma coisa aprendi em minha longa vida, que toda a nossa ciéncia,
estimada através da realidade, é primitiva e infantil —

ainda assim, é a coisa mais preciosa que temos.

Albert Einstein

“We are human, after all

Flesh in common, after all”

(* Somos humanos, apesar de tudo
Carne em comum, afinal™)

Daft Punk, in: Human After All
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Goiania, Hospital Aradjo Jorge, local onde funciona a unidade de tratamento de
cancer, assim como o Registro de Cancer de Base Populacional, ambos da Associacdo de
Combate ao Cancer em Goias. Quarto andar, setor de pediatria, local permeado de criancas,
anjos, recebendo tratamento. Uma arena, onde pequenos guerreiros de corpos delgados e
calvos — efeitos do forte tratamento a que sdo submetidos — lutam contra um mostro,
poderoso e ignorante, um Némesis, que aproveitando do intenso poder proveniente da
juventude de seus pequenos adversarios, cresce e se multiplica, de forma avassaladora e
nefasta, perante aos olhos de pais, amigos e agentes de salde perplexos.

Mesmo local, uma tarde calorenta de agosto, observo um pequeno menino, pele clara
e olhos profundos, brincando, sorrindo, sonhando; por um momento, indiferente a tudo que
estd acontecendo em seu interior, indiferente aquele gigante, que cresce dentro de si proprio,
nutrindo-se, se transformando, tornando-se, talvez, na maior ameaca que ele poderia sofrer
em toda a sua vida.

Agora é outubro, dias chuvosos, acompanho, ao longe, a evolucdo dessa luta, uma
batalha cruel e atroz, onde o mocinho tem de chegar ao limiar da autodestruicéo, para ter a
chance de vitoria. Sua mée o chama, descubro seu nome, “Déivide™ (sic), digno da situacéo,
mais uma vez, Davi contra Golias, proprio, um minusculo contra um gigante, batalha até a
morte. Contudo, assim como na passagem biblica, o herdi conta com o apoio do divino e de
seus amados, assim como da competente equipe médica e até da torcida de um desconhecido
estudante de ciéncias.

Novembro, a peleja se encontra em seus momentos finais, nosso miudo parece seguir
em direcdo ao triunfo, o gigante, ndo € tdo forte assim, fraqueja, se ajoelha diante deum
corajoso, um ledo, apesar de mostrar uma aparéncia fragil e muito diblitada, é verdadei.
Final de dezembro, milagrosamente, a crianca derrota o bandido ceifador de vidas, o

Cancer.
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RESUMO

A hipofaringe, regido inferior da faringe, também chamada de laringofaringe ou faringolaringea, serve aos
sistemas respiratdrio e digestivo, funcionando como passagem para o ar e os aimentos. E composta de tecido
epitelial escamoso estratificado ndo-queratinizado, com grande quantidade de glandulas seromucosas. As
estatisticas mostram que entre 85 e 90% dos canceres que acometem a hipofaringe sdo carcinomas espino-
celulares. A lesdo inicial no seio piriforme apresenta-se macroscopicamente sob o aspecto de um nédulo ou
Ulcera, tendo como caracteristica principal, a rdpida disseminagdo pela submucosa. Atualmente, com a
associagdo de cirurgias radicais e radioterapia pOs-peratdria aumentou-se o controle locorregional destes
tumores, contudo, a sobrevida global ndo sofreu alteragcGes em decorréncia das metéstases a distancia, o que ndo
representa uma falha no tratamento realizado e sim uma evolugdo natural devido & caracteristica invasiva desse
tipo de neoplasia. Os tumores malignos de hipofaringe ndo sdo freqlientes, representando entre 5 a 10% das
neoplasias das vias aerodigestivas superiores e apenas 0,5 % de todos os canceres. Porém, do conjunto das
neoplasias malignas da regido da cabeca e pescoco, tumores de hipofaringe apresentam o pior prognéstico. A
avaliagdo das tendéncias epidemioldgicas apresentadas pelo cancer de hipofaringe em Goidnia no periodo de
1998 a 2003, analisando os dados disponiveis pelo Registro de Cancer de Base Populaciona da Associacdo de
Combate ao Cancer em Goids, mostrou uma sobrevida relativa dos pacientes do sexo masculino diagnosticados
com cancer de hipofaringe foi de 38% apds 60 meses de segmento, enquanto que parao feminino apresentou-se
uma sobrevida maxima de 100%, com todas as pacientes curadas. Dentre os tratamentos realizados, a cirurgia
apresentou a menor taxa de sobrevida (34%) ao passo que para a quimioterapia foi associada uma sobrevida de
54%. A sobrevida dos pacientes tabagistas (43%) se mostrou muito inferior a dos individuos que ndo eram
tabagistas (60%). Em fim, ao longo de cinco anos de segmento deste estudo, a taxa de sobrevida relativa para
portadores de tumores malignos da hipofaringe foi de aproximadamente 38%, estimada para cinco anos com
uma censura de apenas 5%. A taxa de sobrevida relativa é diminuida uma vez que cerca de 45% dos casos, 0
diagndstico € feito tardiamente. O presente estudo também avaliou as ateractes citogenéticas nucleares de
pacientes portadores de cancer na regido da hipofaringe. Foram analisados 36 individuos do grupo de casos,
constituido de pacientes diagnosticados com tumores de hipofaringe, e 36 individuos saudaveis do grupo
controle. Para obten¢do dos dados foram considerados habitos de consumo como tabagismo e etilismo e
principalmente o tempo de exposicdo. Foram contadas 5000 células por individuo e as frequéncias de
microndcleo, binucleadas, broken eggs e demais aberracdes nucleares, foram calculadas para ambos os grupos.
A freqiiéncia de micronlcleo mostrada entre o grupo controle e o de casos ndo apresentaram diferenca
estatistica. Porém, foi observado, por parte do grupo de casos, um grande niimero de células com broken eggs e
binucleadas. Tais resultados demonstraram diferenca estatistica (p = 0,03). A binucleacdo e a formacdo de dois
nucleos em forma de broken egg sugere que agentes como o tabaco e o alcoolismo crénico podem estar
relacionados com a indugdo e progressdo de tumores em pessoas susceptiveis, devido a capacidade desses
mutagenos afetarem o ciclo celular. Dentre os fatores que geram controvérsias, podemos destacar 0 achado
freqliente de variados tipos de HPV em mucosa oral normal, numa incidéncia que varia de 0% a quase 100% em
diversos estudos, com numerosos métodos de identificagdo, incluindo entre eles um método altamente sensivel,
a PCR. A importancia da infeccdo pelo HPV na carcinogénese de células epiteliais é suportada pela capacidade
dos HPVs de alto risco, principamente os tipos 16 e 18, de imortalizar os queratinécitos orais, quando em
andlise in vitro. O processo de imortalizacdo pode envolver a desativagdo de proteinas supressoras de tumores
pré-formadas pelas oncoproteinas virais, o blogueio da transcricdo de genes supressores de tumores como
resultado dainsercdo do oncogene do HPV, ou a estimulacéo da transcricdo do oncogene celular pelainsercdo de
sequéncias ativadoras de transcricdo derivadas do préprio genoma do HPV. No presente estudo, o grupo
amostral foi constituido de 24 pacientes diagnosticados com carcinoma de hipofaringe. Os casos foram obtidos
do Registro de Cancer de Base Populaciona de Goiania/lGO da Associagdo de Combate ao Cancer em Goiés.
Todos os pacientes considerados foram diagnosticados como carcinomas de hipofaringe (CID-O: C12.0 a
C13.9). Todas as amostras foram submetidas a uma PCR com os primers genéricos MY 09/11 e GP05/06 para
deteccdo em amplo espectro do genoma de HPV. Posteriormente, utilizou-se a mesma abordagem, com os
primers tipo-especifico paraHPVs 6, 11, 16, 18, 33, 35, 45 e 58. Em 9 das 24 amostras utilizadas, foi observada
amplificacdo com os primers genéricos, identificando-se o genoma de HPV em 37,5% (6/24) dos casos. Em 67%
(6/9) das amostras, o genoma viral foi detectado por MY 09/11 e em 33% (3/9) pelos primers GP0O5/06. As
amostras positivas foram entdo submetidas a uma segunda PCR para a genotipagem dos HPVs, tendo sido
observados os tipos 16, 18 e 45. Os tipos virais mais associados ao cancer da hipofaringe, no presente estudo,
foram os HPV 16 e 18, presente em 6 amostras e o HPV45, encontrado em 1 amostra. Em um paciente foi
observada a co-infeccéo de tipos virais de HPVs 16 e 18. Contudo, mesmo diante de tantas pesquisas realizadas,
ha muito para ser explorado, apesar de uma hip6tese possivel para a carcinogénese ser a interagdo sinérgica de
carcindgenos quimicos, virals, oncogenes e genes supressores de tumores.

Palavras-chave: cancer de hipofaringe, epidemiologia, citogenética, HPV, genotipagem molecular.
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ABSTRACT

Hypo pharynx is the under region of pharynx and serves both respiratory and digestive tract, acting as a
passageway to air and food. It's composed by squamous nonkeratinized epithelial tissue. Statistical studies
indicates that 85 to 90% of neoplasies rush pyriform sinus and are characterized by fast dissemination and
metastization. Epidemiological trends of hypo pharynx cancer in Goiania on period 1998 to 2003 anayzing data
derived from Cancer Registry of Association for Cancer Combat of Goias, shows that the relative survival rate
for men diagnosed with hypo pharynx cancer was 38% past 60 months while women presented a survival rate of
100%. Surgery was the treatments that present fewer rates (34%) and chemotherapy was associated to the most
survival rate (54%). Patients that use tobacco presented a survival rate of 43% while non-tabagists present a rate
of 60% of surviving. Relative survival rate for patients diagnosed with hypo pharynx tumor was 38% and
estimated censure for 5 years was just 5%. Survival rate was extremely decreased due to 45% of cases were
diagnosed in advanced stages of disease. It is important to point out that preventive campaign is important to
evade the increasing of these pathologies that are related to behavior of tabagism and etilism. Present study also
evauates cytogenetically individuals diagnosed with hypo pharynx cancer. Cytogenetic analysis of exfoliated
cellsislargely used to evaluate cytotoxic and genotoxic alterations on people exposed to potentially mutagens. A
number of 36 individuals were analyzed, representing case group, and 36 healthy individuals composed control
group. Data was collected and analysis was performed to estimate main nuclear alterations. Standard protocols
were adopted to collect and counting cells. Micronuclei test was used to determinate the frequency of cytotoxic
and genotoxic alterations. Besides than micronuclei others alterations like broken-eggs, binucleated cells and
piknaotic nuclei are good markers of cell aterations because they are resulted from cytotoxic events frequently
related to occupational exposure. Behaviors like tabagism, etilism and exposition time were also investigated to
correlate cells alterations. The correlation between micronuclei frequencies of case and control group test doesn’t
show statistic difference. Broken egg and binucleated cells were the most observed anomalies on case group and
showed up significant statistic difference (p=0.03). Results indicates a high grade of cytotoxic anomalies on
individuals with hypo pharynx cancer, specially in tabagists and chronic etilists individuals, behaviors that are
correlated to induct and promote tumors in susceptible people due their capabilities to affect cell cycle. Studies
about relationship between Human Papillomavirus (HPV) and cancer development are performed since 80's.
Although the correlation of HPV and cervical cancer are well established, the possible role of HPV and head and
neck cancer are still unclear. Among controversial factors of HPV and carcinogenesis of sgquamous epithelia
cells, thereis aviral incidence that oscillates from 0 to almost 100% on studies that includes a myriad of viral
genome detect methods, such Blotting and PCR. Importance of HPV infection and epithelial carcinogenesis is
related to capabilities of High risk HPV 16 and 18 to promote cell alterations, by tumor suppressor proteins
inactivation, tumor suppressor genes blockage and insertions of HPV oncogenes. On present study, HPV
detection and typing was performed on tumors derived from hypo pharynx of 24 patients diagnosed with cancer
(CID-0O: C12,0 to C13,9). All samples was submitted to PCR with generic primers MY 09/11 and GP05/06, as
specific primers to HPV 6, 11, 16, 18, 33, 35, 45 and 58. Results shows that on 9 of 24 samples, HPV were
detected by generic primers (a rate of 37,5%) and HPV types 16, 18 and 45 were identified, with a sample
presenting coinfection of HPV 16 and 18.

Key Words: Hypo pharynx cancer, epidemiology, cytogenetics, HPV, molecular genotyping.
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INTRODUCAO GERAL

A hipofaringe, regido inferior da faringe, também chamada de laringofaringe ou
faringolaringea, € um 6rgéo de grande importancia para a fisiologia do organismo, pois serve
a0s sistemas respiratorio e digestivo, funcionando como passagem para o ar e os alimentos. E
composta de tecido epitelial escamoso estratificado ndo-queratinizado, com grande
quantidade de glandulas seromucosas. As estatisticas mostram que entre 85 e 90% dos
canceres que acometem a hipofaringe sdo carcinomas espino-celulares.

Muitos fatores de risco estdo ligados direta ou indiretamente ao aparecimento do
cancer da hipofaringe. Os principais fatores de risco sdo o tabagismo, o etilismo e o0s aspectos
genéticos. Assim, a exposicdo a fatores ambientais associados a predisposicéo genética
potencializa o aparecimento dos carcinomas de hipofaringe.

A propostainicial desta dissertagéio foi submetida & apreciacdo do Comité de Etica da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG), recebendo o seu aval, em meados de
2000. Adicionalmente, todos os hospitais participantes fizeram a sua avaliagdo interna e
autorizaram a coleta de materia biolégico e entrevistas em suas dependéncias. Para a
participacdo de casos e controles, cada individuo assinou um termo de consentimento
informado. Toda a documentacdo, referente a autorizacdes, esta arquivada no Registro de
Cancer de Base Populaciona de Goianial GO (RCBP) da ACCG, e podera ser disponibilizada
sob pedido formal dos avaliadores.

A presente dissertacdo de mestrado trata-se de um estudo sobre o cancer da
hipofaringe, podendo ser dividida em quatro abordagens:. (1) revisdo bibliogréfica, (2) andlise
epidemioldgica, (3) avaliagdo citogenética e, finalmente, (4) investigacdo molecular de
amostras de pacientes com carcinoma laringeo.

Neste contexto, esta dissertacdo foi dividida em quatro capitulos, onde os dois
primeiros servem como fundamentacdo tedrica para todo o trabalho. O Capitulo 1 aborda a
anatomia, fisiologia e histologia da hipofaringe e os aspectos relacionados ao cancer, como
por exemplo: manifestacfes clinicas, fatores de risco, avaliagdo diagnéstica, estadiamento,
entre outros.

O Capitulo 2 é o resultado de um estudo epidemiol égico realizado com os dados do
RBPC de Goiania/lGO da ACCG. Neste estudo, foram calculados os coeficientes brutos de
incidéncia e mortalidade para o cancer de hipofaringe, e as sobrevidas relativas associadas a

varios aspectos, como: habitos de vida, modalidade de tratamento, idade, sexo. O conteiido do
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segundo capitulo foi apresentado, entre 2004 e 2005, sob a forma de plsteres em varios
Congressos Nacionais e Regionais.

O Capitulo 3 utiliza uma abordagem citogenética para avaliagdo comparativa da
eXposi¢ao a agentes genotdxicos entre 0s grupo de pacientes com cancer da hipofaringe e o
controle, utilizando-se o teste do micronucleo como ferramenta de investigagdo. Os resultados
provenientes deste estudo foram apresentados, em 2006, sob forma de poster e 0 resumo
publicado nos anais (CD-ROM - ISSN: 1415-4757) do 52° Congresso Nacional de Genética,
sob o titulo, Andlise citogenética da mucosa oral de pacientes com tumores de hipofaringe em
Goiania.

Por fim, no Capitulo 4 sdo utilizadas ferramentas moleculares para a deteccdo e
tipagem de HPV nainvestigacdo de seu possivel papel como agente etioldgico da patologia
maligna do cancer de hipofaringe. Parte deste estudo foi publicada, como resumo, em 2006 no
52° Congresso Nacional de Genética, sob o titulo, Polimorfismo Genético de p53 em Tumor

da Hipofaringe..

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Desenvolver um estudo epidemioldgico com intuito de compreender melhor o

comportamento e a dinamica do cancer da hipofaringe em Goiania/GO. Estabelecer um perfil
de danos citogenéticos e a prevaéncia do HPV, potencidmente associados ao

desenvolvimento de cancer de hipofaringe.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avadiar as tendéncias epidemioldgicas referentes aos tumores de hipofaringe na

populacdo de Goiéania no periodo de 1998 a 2003;

2. Cadcular os coeficientes brutos de incidéncia e mortalidade e as sobrevidas: geral,
associada ao sexo, habitos de vida, estadiamento e modalidade de tratamento;

3. Determinar a frequiéncia de micronicleo em células esfoliadas da mucosa oral em
pacientes com cancer de hipofaringe e seus respectivos control es;

4. Determinar a frequéncia e distribuicdo dos tipos de HPV associados ao tecido
tumoral retirados de portadores de cancer de hipofaringe;

5. Conclusdo do Programa de Mestrado em Biologia, com &rea de concentragcdo em

Biologia Celular e Molecular.
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CAPITULO 1. O CANCER DE HIPOFARINGE

Resumo

Dentre todas as patologias, o cancer €, sem dlvida, uma das que mais tem assustado a Humanidade. O termo
cancer tem origem no latim e que dizer caranguejo. Conceitualmente, as neoplasias malignas, ou cancer, se
caracterizam por uma proliferacdo anormal e desordenada de um determinado tecido, que passa a agir de forma
autbnoma e anarquica, descontroladamente. Tanta autonomia celular se deve, basicamente, as alteracles
genéticas provocadas em seus genomas. Estudos indicam que o processo de tumorigénese humana € um processo
complexo de mdiltiplos eventos g, freqlientemente, relacionado a idade. Os miltiplos mecanismos envolvidos na
carcinogénese ainda carecem de uma maior elucidagdo e, portanto, requerem uma continua investigacdo acerca
da biologia e fisiologia molecular da célula. Exposi¢des ocupacionais, tabagismo, ingestéo de dcool, hdbitos
alimentares e microrganismos parecem influir na incidéncia de aberragdes cromossdmicas, neoplasias e cancer.
A hipofaringe, regido inferior da faringe, também chamada de laringofaringe ou faringolaringea, serve aos
sistemas respiratdrio e digestivo, funcionando como passagem para o ar e os aimentos. E composta de tecido
epitelial escamoso estratificado ndo-queratinizado, com grande quantidade de glandulas seromucosas. As
estatisticas mostram que entre 85 e 90% dos canceres que acometem a hipofaringe sdo carcinomas espino-
celulares. A lesdo inicial no seio piriforme apresenta-se macroscopicamente sob o aspecto de um nédulo ou
Ulcera, tendo como caracteristica principal, a rapida disseminacdo pela submucosa. Atualmente, com a
associagdo de cirurgias radicais e radioterapia pOs-peratéria aumentou-se 0 controle locorregional destes
tumores, contudo, a sobrevida global ndo sofreu alteragcbes em decorréncia das metéstases a disténcia, o que ndo
representa uma falha no tratamento realizado e sim uma evolugdo natural devido a caracteristica invasiva desse
tipo de neoplasia. Porém, o diagnéstico continua sendo feito tardiamente, o que torna importante intensificar as
campanhas de prevencdo e diagndstico com o objetivo de aumentar a sobrevida do paciente, otimizando o
tratamento e melhorando o progndsti co.

Palavras-chave: Hipofaringe, cancer, seio piriforme, carcinomas espino-celulares, carcinégenos.

Abstract

Cancer is a pathology that mostly frightens the humanity. The name cancer is derived from Latin and means
crab. Maligns neoplasies are characterized by an abnormal and confused proliferation of cells that become
anarquichs and self-governed. The autonomy of neoplasic cells is therefrom genetic alterations presents in their
genomes. Studies indicates that tumorigenesis is a complex and multistep process, frequently related to age and
behavior. Mechanisms related to cancer development are still unclear, but is notorious that individual exposure
to mutagens and behaviors like tabagism and chronic etilism, as thus microorganisms, stimulate chromosomal
aberrations, neoplasies and cancer. Hypo pharynx is the under region of pharynx and serves both respiratory and
digestive tract, acting as a passageway to air and food. It's composed by sgquamous nonkeratinized epithelial
tissue. Statistical studies indicates that 85 to 90% of neoplasies rush pyriform sinus and are characterized by fast
dissemination and metastization. Those studies also reveals that diagnosis of individuals with hypo pharynx
cancer are still late that contribute to bad prognostic and low survival rate. Hence intensification of preventive
and educative campaigns about head and neck cancer are extremely important.

Keywords: Hypo pharynx cancer, neoplasies, tabagism, etilism, low survival rate.
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1.0 INTRODUCAO

Dentre todas as patologias, 0 cancer €, sem duvida, uma das que mais tem assustado a
Humanidade. Relatado por Hipdcrates ha séculos e muito presente nos dias atuais, 0 cancer se
mostra uma patologia rodeada de tabus e crencas, que norteiam ndo somente a populagcéo
leiga, mas também muitos profissionais da area de salde, que se encontram, muitas vezes,
atados e confusos diante de um possivel diagndstico de tumor (Baracat et al. 2000).

O termo cancer tem origem no latim e que dizer carangugjo. O desenvolvimento das
neoplasias malignas e suas caracteristicas infiltrativas, se assemelhando as patas de um
caranguejo, tornam a forma deste animal como simbolo de tais patologias, principa mente as
malignas (Hill, 2002).

Conceitualmente, as neoplasias malignas, ou cancer, se caracterizam por uma
proliferacdo anormal e desordenada de um determinado tecido, que passa a agir de forma
autbnoma e anarquica, descontroladamente. Tanta autonomia celular se deve, basicamente, as
alteracdes genéticas provocadas em seus genomas (Fernandes Junior, 2000).

Sabe-se que 0 aparecimento do cancer esta intimamente relacionado as mutagdes em
células somaticas. Assim, em si, 0 cancer ndo é resultado de uma Unica mutacdo, mas do
acumulo de desarranjos genéticos, permanentemente fixados no genoma celular, através do
tempo. Estudos indicam gque o processo de tumorigénese humana € um processo complexo de
multiplos eventos e, freguentemente, relacionado a idade. Os multiplos mecanismos
envolvidos na carcinogénese ainda carecem de uma maior elucidacdo e, portanto, requerem
uma continua investigacdo acerca da biologia e fisiologia molecular da célula. Os avangos
recentes nos estudos sobre a evolucdo tumoral tém contribuido para uma classificacdo
distintiva do tumor e uma melhor caracterizagdo de estimativa dos riscos associados a doenca
e 0 seu tratamento mais efetivo (Hanahan & Weinberg, 2000).

O termo tumor significa uma elevacdo do tecido, o que pode ser encontrado em
processos inflamatérios, infecciosos entre outros, sem contar, diretamente, com a proliferacéo
tecidual, mas &, usuamente, utilizado como sinénimo das neoplasias, sem, contudo, deixar
claro o seu comportamento quanto a malignidade ou ndo. Neoplasia (Neo-novo/plasia-tecido),
por suavez, € o termo utilizado mais corretamente para designar a proliferacéo tecidual, que
deve vir sempre acompanhada como benigna ou maligna, para expressar mais profundamente,
0 comportamento biolgico de tais |esdes (Baracat et al. 2000).

Classicamente, as neoplasias benignas, como o préprio nome diz, ndo apresentam
grandes riscos a salde de seus portadores. S&o caracterizadas por um crescimento lento e
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ordenado, sem potencial invasivo ou migratério. De forma macroscopica, sdo tumores bem
delimitados e homogéneos, de bordas lisas e envoltos por um tecido conjuntivo fibroso,
denominado pseudocépsula. O crescimento ordenado faz com que 0 mesmo possa possuir um
estroma de sustentagdo com vasos sanguineos, semelhantes a um tecido normal.
Histologicamente, as neoplasias benignas sdo formadas por células muito semelhantes ao
tecido que de qual se originaram. Estudos mostram que essa semelhancga acontece, inclusive,
na genética das células neoplésicas, quando comparadas com as células originais do tecido de
qual provieram. As mitoses também obedecem a um padrdo ordenado e regular e a invasdo
tecidual n&o ocorre, devido ao seu potencial de metastizacdo ser, praticamente, nulo (Tannock
& Hill, 1998).

Ja as neoplasias malignas, antagonicamente as benignas, sdo formadas por células
geneticamente alteradas e instéveis. Essas alteracfes, inicialmente restritas a tnica célula, na
maioria das vezes, gera toda uma populacdo de células ateradas. As células neoplasicas
malignas costumam apresentar um crescimento mitético duas ou mais vezes mais rapido que
as células de tecido normal, isto faz com que o percentual de células em mitose sejamaior que
0 numero de células perdidas normalmente por morte ou lesdo, causando o0 crescimento da
tumorag@o. Esse furor de crescimento mitético se traduz em células morfologicamente
alteradas (anaplasicas), se avolumando e se espremendo, causando a perda do controle
tecidual tipo célula-célula e ndo oferecendo tempo habil para a formagdo da pseudocapsula,
nem mesmo de um tecido de sustentacdo eficiente. O crescimento desordenado também
impede uma perfeita angiogénese, formacdo de vasos sanguineos, que se apresentam em
quantidade insuficiente para suprir o tecido neoplasico, com oxigénio e nutrientes, causando
constantes infartos e necroses (Baracat et al. 2000; Tannock & Hill, 1998).

A capacidade de invasdo das neoplasias malignas faz com tecidos vizinhos sgjam
invadidos, inclusive com a embolizacdo neoplasica dos vasos sanguineos peritumorais.
Mecanismos de interacdo entre as células neoplasicas e 0 endotélio vascular, propiciam o
aparecimento dessas células em Orgdos a distancia do tumor primario, processo denominado
metastizagdo, que, na maioria das vezes, causam o Obito do hospedeiro (DeVITA Jr et al.
1997).

1.1 Neoplasias, nomenclatura e subdivisdes

Quanto a nomenclatura, as neoplasias benignas sdo facilmente identificadas, baseando-
se no tecido de qual se originam. Se forem provenientes de um tecido mesengquimal — como o
tecido Osseo, o cartilaginoso, etc — sdo denominadas com a utilizacdo do prefixo
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correspondente ao tipo de tecido e mais 0 sufixo -oma, portanto osteoma, condroma e assim
por diante. Se a mesma foi originada de tecidos de revestimentos epiteliais, podem ser
nomeadas diretamente de acordo com a células que a as originaram, ou entdo, baseadas na
morfologia das mesmas, como adenomas, cistoadenomas, papilomas, adenomas papiliferos,
etc. Os linfomas e melanomas s80 excegdes a esta regra, pois embora sejam neoplasias de
comportamento maligno, sdo assim chamadas devido sua nomenclatura ja se apresentar
consagrada pelo uso (Tannock & Hill, 1998).

A forma de se nomear as neoplasias malignas obedece a origem embrionéria do tecido.
Os tecidos originarios do folheto mesodérmico sdo acrescidos do sufixo -sarcoma,
provavelmente por seu aspecto carnoso e com pouquissimo tecido estromal de sustentacdo. O
aspecto macroscopico lembra muito carne de peixe por sua friabilidade. Temos por exemplo
as neoplasias malignas derivadas de células de gordura, os lipossarcomas, neoplasias
malignas de tecido muscular liso, os leiomiossarcomas, e assim por diante. O folheto
ectodérmico origina os tecidos de revestimento externo e o sistema nervoso central, assim
como o folheto endodérmico, o tecido de revestimento interno do organismo. Dessa forma,
neoplasias derivadas de tais folhetos sdo chamadas de carcinomas. Por exemplo,
adenocarcinomas (adenos:. glandula) carcinoma espinocelular (espinos: epitélio estratificado)
[Baracat et al. 2000; Tannock & Hill, 1998].

Normalmente, os carcinomas sd0 acompanhados pela designacdo dos Orgdos de
origem, como por exemplo adenocarcinoma do célon, carcinoma espinocelular do colo do
tero, carcinoma de células transicionais da bexiga, carcinoma espinocelular de hipofaringe,
etc. Quanto as neoplasias malignas cerebrais, estas recebem nomenclatura propria, muitas
vezes acompanhada por sufixo -oma, como os astrocitomas, ependinomas, gliomas, e
geralmente acompanhadas pelo grau de diferenciagdo celular, como nos astrocitomas de baixo
grau, astrocitoma anaplasico, etc. Os tumores pedidtricos origin&rios de células blasticas,
recebem o sufixo -blastoma (neuroblastoma, nefronblastoma, etc). Existem ainda, como em
toda érea biomédica, a presenca de nomes proprios, consagrados pelo uso, freqlientemente
utilizados como homenagem aquele que a observou inicialmente, geralmente um patol ogista.
Temos dessa forma, como por exemplo, os Sarcoma de Kaposi, Tumor de Askin, Linfoma de
Hodgkin (Fernandes Junior, 2000; DeVITA Jr et al. 1997).

1.2 Carcinogénese
A partir da década de 70, muitos trabalhos no campo da genética vieram mostrar o que
real mente acontece na intimidade do niicleo de uma célula normal e de uma célula neoplasica.
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Genes que regulam a proliferacdo celular e o desenvolvimento das células normais
(protoncogenes) comecaram a ser identificados e catalogados. Hoje, muitos deles ja estéo
fortemente relacionados a génese de muitas neoplasias (SHERR, 1996).

Muitos modelos foram propostos para tentar explicar 0s primeiros passos as
carcinogénese. O modelo da iniciacdo/promogcdo é o0 que mais tém se mostrado mais
confiavel. Nele, uma unica célula, ou raramente mais, em meio a um tecido aparentemente
normal, sofre um determinado estimulo e sofre certas alteragbes genotipicas. De acordo com
muitos estudos, € a iniciacdo a primeira etapa deste processo. A ateracdo inicial pode
comprometes os mecanismos reguladores do crescimento e desenvolvimento celular, ou sgja,
0s proprios protoncogenes. Em uma segunda rodada de ateracdes, tém-se entédo a promogao
oncogénica, onde uma determinada célula, ja alterada, passa a se multiplicar, expressando em
suas células-filha alteracBes fenotipicas provenientes da alteracdo genotipica inicial. Estas
células passam entdo a apresentar autonomia, se multiplicando e formando uma série de
clones alterados. Estes clones passam entdo a se reproduzirem, podendo alguns apresentar
potencial de invasdo tecidual e metastizacdo. Esta fase, sistémica em relacdo as iniciais,
recebe 0 nome de progressao (Zur Hausen, 1999).

Atualmente, sabe-se também que, grande parte das neoplasias, resulta da interacdo
entre fatores genéticos e ambientais, sendo a contribuicdo exclusivamente genética
responsavel por apenas 5% de todos os tumores e 0 restante pode ser atribuida a fatores
ambientais que atuam em conjunto com a suscetibilidade genética. Estima-se que mais de
80% das neoplasias malignas tenham origem através de estimulos ambientais. Dentre estes
estimulos, podemos destacar a exposi¢ao aos carcindgenos quimicos, representando a grande
maioria; carcindgenos fisicos e virus causadores de cancer, como o caso do HPV, o papiloma

virus humano (Rossit & Froes, 2000; Zur Hausen, 1999).

1.3 Carcinogenos e Fatores de risco

Exposices ocupacionais, tabagismo, ingestdo de acool, hébitos dietéticos e
microrganismos parecem influir na incidéncia de aberragdes cromossomicas, neoplasias e
cancer (Barae et al., 1998; Gonsebatt et al., 1997; Hagmar et al., 1994). Sendo que os fatores
de risco mais envolvidos na etiologia do cancer sdo o fumo e o consumo excessivo de écool
(Ziegler, 1986).

Existem evidéncias substanciais de que os carcinomas de células escamosas (CEC) sao
etiologicamente relacionados com o uso de tabaco, de betel ou com o consumo excessivo de
alcool ou destilados. Porém, alguns pacientes desenvolvem CEC mesmo sem terem habitos de
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fumo ou etilismo, ou predisposicao genética ao cancer. Ha aproximadamente duas décadas,
foram descobertas as primeiras evidéncias de que agentes infecciosos poderiam também ser
agentes etioldgicos para o cancer. Estudos evidenciaram a presenca de genoma viral em
associagdo com CEC, sugerindo um possivel envolvimento viral no desenvolvimento de
determinados canceres, principalmente dos carcinomas ano-genitais e de cabeca e pescogo
(Zur Hausen, 1999).

1.3.1 Carcindgenos quimicos

Os carcindgenos quimicos podem agir como agentes iniciadores, promotores ou
ambos, dependendo das propriedades quimicas de cada um ou de seus metabdlitos, assim
como 0 seu mecanismo de lesdo celular. Existe a necessidade de se salientar que a fase de
iniciacdo € conhecida por sua irreversibilidade, enquanto a subseqgiiente fase de promocéo
pode se reverter ou nd. Temos como exemplos de carcinGgenos quimicos 0s nhitritos,
benzopirenos, aflotoxina B1, benzeno, asbestos, nitrosoaminas, medicamentos (muitos
quimioterapicos e hormonios), além do fumo ou tabaco e do alcool etilico, quando utilizado
cronicamente (Gonsebatt , 1997; Fedman, 1993).

1.3.1.1 Tabagismo

A fumaca do cigarro € uma mistura complexa composta de mais de 4000 substancias,
das quais, pelo menos, 150 sdo os principais componentes que podem formar adutos com o
material genético (Bosso et al, 2002).

Existem dois tipos de tabagismo, o ativo e 0 passivo. Sendo que o ativo é
caracterizado pelo uso direto de derivados do tabaco. Ja o passivo € decorrente da inalacéo
involuntéria da poluicdo decorrente da fumaga dos derivados do tabaco, por individuos ndo
fumantes que convivem com fumantes (INCA/MS, 2003 a).

A fumaca inalada pelo fumante passivo contém trés vezes mais nicotina e monéxido
de carbono, além de cinquienta vezes mais substancias cancerigenas do que a fumaca que entra
pela boca do fumante depois de passar pelo filtro do cigarro. Segundo a Organizagdo Mundial
de Salide (OMS), o tabagismo passivo € aterceira maior causa de morte evitavel do mundo,
subseqiiente ao tabagismo ativo e ao consumo excessivo de acool (INCA/MS, 2004 »)

Os efeitos mutagénicos resultantes do uso de tabaco apresentam resultados
contraditorios. Embora alguns autores tenham observado aumento na frequéncia de
aberragbes cromossdmicas estruturais em fumantes, resultados negativos também foram
documentados (Au et al., 1998; Perera et al., 1987; Reuterwall, 1990). A técnica de
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citogenética com hibridizacdo (in situ Hybridization), vem se mostrando Util na deteccéo de
aberragbes cromossdmicas que ocorrem em baixa frequéncia. Por meio dessa técnica de
citogenética molecular observou-se aumento significativo na frequéncia de translocactes

cromossomicas em fumantes (Conforti-Froes et al., 1998; Van Diemen et al., 1995).

1.3.1.2 Etilismo

O consumo crdnico de bebidas alcodlicas tem sido relacionado a diferentes tipos de
cancer (Jensen et al., 1996) e com o aumento, estatisticamente significante, na freqiéncia de
linfécitos com aberragdes cromossdmicas numeéricas e estruturais (Obe & Anderson, 1987).
Isso ocorre mesmo apds longos periodos de abstinéncia sugerindo uma acdo do alcool na
capacidade de reparo celular e nas fungdes oxidativas da célula (Gattas & Saldanha, 1997;
Matshina, 1987).

O acoolismo é um dos mais bem estabelecidos fatores etiolégicos do cancer da
faringe e da laringe. O consumo deste pode causar problemas agudos e crénicos, disturbios
psicossociais, doenca hepética crénica, neuropatias periférica ou central, distarbios da
coagulacdo, sindrome de abstinéncia, que inclui tremores, disturbios visuais, taguicardia,
ansiedade e agitacdo. Sendo assim € importante uma avaliagéo cuidadosa dos itens referidos e
da possibilidade do afastamento do paciente do &acool impedindo um pos-operatorio
tumultuado e a tragica cumplicidade da infusdo alcodlica parenteral ou enteral que, sem
duvida, favorece a formacao de fistulas nos pacientes submetidos as cirurgias na faringe, na
laringe e na hipofaringe (Brandéo & Ferraz, 1989 v. 1).

1.3.2 Carcinogenos fisicos
Os carcinégenos fisicos sGo mais bem representados pelas radiagdes, que agem como
iniciadoras do processo neoplasico, por causarem lesdo direta no DNA da célula exposta. A
medula 0ssea € o maior alvo dos efeitos deletérios das radiacbes, acompanhado pela tiredide.
A exposicdo aguda ou continua a radiagdo pode provocar leucemias, linfomas e neoplasia
maligna da tiredide, entre outras patologias. A exposi¢céo a radiagdo solar, aém de provocar
queimaduras na pele, pode provocar ateracdes pré-neoplésicas e neoplésicas na mesma,

principalmente pela agéo dos raios UVB (Baracat et al., 2000; Hirvonem, 1995).

1.3.3 Carcindgenos virais e o Papiloma virus Humano (HPV)
Acredita-se que 0s carcindgenos virais S0 responsavels por cerca de 25% das
neoplasias malignas humanas induzidas por fatores ambientais. Tais virus produzem
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rotineiramente quadros infecciosos, mas também podem levar a um processo de iniciagdo de
uma ou de toda uma populacéo de células em um determinado tecido. Indiretamente, podem
produzir a supressdo de mecanismos de defesa imunolégica contra tumores, como no caso,
provavel, do HIV. Esta claro para a medicina que a maior incidéncia de alguns tipos de
linfoma, sarcoma de Kaposi e lesdes malignas de canal anal em portadores desse virus (Zur
Hausen, 1999).

Por outro lado, de forma direta, os virus podem produzir alteragdes no genoma celular,
desencadeando de forma complexa o processo neoplésico. Alguns exemplos sdo o HTLV-1,
causador de alguns tipos de leucemia; o virus Epstein-Barr (EBV), envolvido com o
aparecimento de alguns tipos de linfoma e carcinoma de nasofaringe em algumas regides da
Asia e Africa Central; os virus da hepatite B e C (HBV e HCV) com o aparecimento de
tumores benignos no figado, os hepatomas, assim como tumores malignos do parénquima
hepatico, hepatocarcinomas, em paises pouco desenvolvidos e popul0sos; e 0 papilomavirus
humano, o HPV, causadores de carcinomas do colo do Utero, perineo, anus, pénis, boca, glote,
laringe, e regides dafaringe (Lindel et al, 2001; Zur Hausen, 1999; Bosch & Munoz, 1989).

A infeccdo por HPV resulta em hiperplasia, papilomatose e lesdes verrucosas em
células escamosas que podem evoluir para tumores primérios benignos, autolimitados.
Existem aproximadamente 160 tipos conhecidos de HPV, aguns deles, porém, sdo
conhecidos como de alto risco oncogénico, incluindo os HPVs 16, 18, 33 e 52, que induzem
lesbes com elevado risco de progressdo ao Carcinoma Cervica (Scully, 2002; de Villiers,
1994). Adicionamente, estudos recentes apontam especificamente a relacéo entre a infeccéo
por HPV de alto risco e o desenvolvimento de cancer cervical (Delucaet al, 2004).

A prevaléncia de HPV apresenta um papel central na etiologia dos canceres cervicais.
Estudos epidemiol 6gicos apresentam as infecgdes por HPV como os fatores de maior risco de
desenvolvimento dos carcinomas de cérvice utering, de regides anal, perianal, vulvar e de
pénis (Sonoda et al, 2003). Evidéncias recentes demonstraram conexdes entre a infeccéo viral
por HPV de alto risco e o desenvolvimento de determinados subgrupos de carcinomas de
cabeca e pescoco, particularmente de laringe e orofaringe (Lindel et al, 2001).

Os HPVs sdo peguenos virus de DNA circular, dupla fita, pertencentes a familia
Papoviridae que infectam células de pele e mucosas (Lindel et al, 2001). O genoma do HPV
esta organizado em trés segmentos gerais de diferentes tamanhos. Uma regido longa de
controle, uma regido de expressao precoce E (do inglés, early) e aregido de expresséo tardia
L (do inglés, late). A oncoproteina viral E6 pode formar um complexo com a proteina
supressora de tumor humana P53, levando a degradacéo de P53 e a supressdo dos pontos de
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checagem da fase G1/S mesmo em células com dano em seu DNA. Por sua capacidade de
manipular reguladores transcricionais, a proteina E2 do virus permite a transcricdo e
replicacéo do genoma viral a despropésito da integridade do genoma do hospedeiro. Isso leva
a alteragdes na expressdo de genes vitais e a0 estado mutado da célula. Varios autores tem
relacionado a questéo de existéncia de HPV em tumores de cabeca e pescoco e suarelevancia
prognostica (Scheffner et al, 1998 apud Lindel et al, 2001).

A infeccdo persistente por papilomavirus humano (HPV) de alto risco tem sido
associada ao carcinoma cervical. Uma fase obrigatdria no desenvolvimento deste cancer é a
integracdo do DNA viral ao DNA das células hospedeiras. A integracdo viral promove a
degradacéo do gene E2 do papilomavirus humano e leva a um aumento descontrolado das
proteinas E6 e E7. Estas proteinas virais, de HPV's oncogénicos, inativam os produtos dos
genes supressores de tumor p53 e Rb. Inativagdo da proteina p53 € o resultado de varios
fatores incluindo mutacéo no gene para p53 (Oliveiraet al, 2004).

2.0 ASPECTOS GERAIS DA HIPOFARINGE

2.1 Anatomia

A faringe serve aos sistemas respiratério e digestivo, funcionando como passagem
para 0 ar e os aimentos. Comunica-se anteriormente com as cavidades nasal, oral e com a
laringe. Por isso, est4 dividida em nasofaringe, orofaringe e laringofaringe (Figura 1.1).
Abaixo da abertura que da na laringe, a faringe é tubular; continua-se com o esdfago,
inferiormente (Ross, 1993; Dangelo & Fattini, 2002).

A hipofaringe, regido inferior da faringe, também chamada de laringofaringe ou
faringolaringea, estende-se da epiglote ao nivel do osso hidide até o esdfago, ao nivel da
borda inferior da cartilagem cricdide, delimitada no seu interior pelas pregas,
faringoepigldticas (acima) e cricofaringea, na transicdo com o esbfago. A parede anterior
consiste na parte posterior das cartilagens aritendide e cricoide. O recesso epiglético (da
mucosa) conecta a epiglote a cartilagem aritendide, constituindo o limite latera da
hipofaringe. Lateral a cartilagem aritendide ha uma“fossa’, o seio piriforme.

O seio piriforme, também conhecido como recesso ou goteira faringolaringea, é

congtituida por umainvaginacéo da mucosa da hipofaringe (Camargo & Ferreira, 1989 v. 1).
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Nasofaringe <

Orofaringe <

Hipofaringe

Figura 1.1 Desenho esqueméatico das regides da Nasofaringe, Orofaringe e Hipofaringe.
Fonte: UICC-2004

2.2 Histologia

A hipofaringe € composta de tecido epitelial escamoso estratificado ndo-queratinizado,
com grande quantidade de glandulas seromucosas. A parede da hipofaringe tem cinco tunicas:
mucosa, submucosa, fibrosa (fascia faringobasilar), muscular, tecido conectivo frouxo (fascia
bucofaringea). A camada externa da hipofaringe € composta pelos musculos constrictores
superior, médio e inferior, ja a composicdo da camada interna € feita pelo palatofaringeo,

salpingofaringeo e estilo faringeo (Wenig, 1993).

2.3 Morfologia

As estatisticas mostram que entre 85 e 90% dos canceres que acometem a hipofaringe
s80 carcinomas espino-celulares ou, entéo, pertencem a uma de suas variedades. Os linfomas,
melanomas e tumores glandulares sdo pouco freguentes. A lesdo inicial no seio piriforme
apresenta-se macroscopicamente sob o aspecto de um nédulo ou Ulcera, tendo como
caracteristica principal, a rpida disseminacdo pela submucosa (Brandéo & Ferraz, 1989 v 1;
Sennes et al. 1997).

Os tumores do seio piriforme apresentam como caracteristica a possibilidade de
disseminagcdo submucosa, invadindo estruturas por contigiidade e comprometendo
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precocemente as cadeias de drenagens linfaticas cervical ipsi e contra-lateral ao tumor inicial,
além de inicio insidioso, 0 que leva a diagnostico inicial em estadio avancado na maioria das
vezes (Rapoport, 1987; Keane, 1982).

Atualmente, com a associagdo de cirurgias radicais e radioterapia pds-peratoria
aumentou-se o controle locorregional destes tumores, contudo, a sobrevida global néo sofreu
alteragbes em decorréncia das metastases a distancia, o que ndo representa uma falha no
tratamento realizado e ssim uma evolucdo natural devido a caracteristica invasiva desse tipo de
neoplasia (Costaet. al., 2003).

2.4 Manifestac@es Clinicas

A disfagia e a odinofagia sGo 0s sintomas mais proeminentes, porém, no inicio, os
tumores malignos da hipofaringe sdo assintomaticos. Os doentes referem sensacéo de “bolana
garganta’ ou de “bola na garganta que sobe e desce”, podendo tais sintomas ndo serem
relevantes ao clinico, tendo-se entdo a impressdo de que sgam portadores de distonia
neurovegetativa, hipocondria ou até mesmo os sintomas podem ser confundidos, como
manifestactes iniciais de histeria. Ha a necessidade de laboriosa investigagdo, com énfase a
clinica e a0 minucioso exame da hipofaringe, levando-se em conta os grupos de risco e 0s
antecedentes dos pacientes. E preferivel vérias endoscopias negativas, do que a ndo
investigacdo de umalesdo positiva (Branddo & Ferraz, 1989 v. 1).

Tanto a disfagia, como a odinofagia ndo sdo geramente manifestagbes iniciais da
doenca, bem como a otalgia, que € mediada pelo IX e X nervos cranianos, mas, clinicamente,
0s pacientes podem apresentar de modo gradativo uma série de alteragOes, como: laivos de
sangue na saliva, sialorréia, dispnéia, disfonia, halitose e tosse fregiiente. O pescogo deve ser
pesquisado, cuidadosamente, pois € sede muito comum de metéstases cervicais ganglionares
silenciosas (Branddo & Ferraz, 1989 v. 1).

2.5 Avaliacdo diagnostica

O diagnostico do carcinoma de hipofaringe comega, assim como em todos 0s
diagndsticos médicos, com uma anamnese e um exame fisico. O paciente, acometido a
alguma sintomatologia, procura o médico, devendo este ouvi-lo atentamente, A queixa de
uma tumoragdo no pescoco, por exemplo, nos faz pensar automaticamente em alguma
neoplais. Porém, na grande maioria das vezes, 0s sintomas sdo inespecificos, eu podem, até
mesmo, provir de um processo benigno. A tosse, exemplificando, pode ser vista em muitas
patologias, porém, o médico deve estar atento a esta queixa, quando proveniente de um
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individuo tabagista de longa data. Cuidado igual deve ser dado a rouquidéo, a dificuldade de
degluticdo, o aparecimento de sangue nas secrecdes gléticas, o surgimento de nodulacbes em
determinadas regides do corpo (DeVITA Jr et al. 1997).

Sintomas ainda mais gerais, como 0 aparecimento de febre ou febriculas de maneira
continuada e sem outras causar, de emagrecimento sem outras explicagdes paratal, de astenia,
adinamia ou fraqueza, a dor, de maneira continuada em certas regifes do corpo, até ateracdes
psiquidtricas e mesmo quadros infecciosos repetidos, podem ainda denotar uma doenca
neoplasica em curso (DeVITA Jr et al. 1997).

A anamnese deve ser concluida com uma pesguisa acerca dos antecedentes pessoais e
habitos do paciente. Questdes sobre tabagismo, o tempo, 0 nimero de magos ou unidades
consumidas ao dia; alcoolismo, tempo, tipo de bebida (fermentada ou destilada) e quantidade;
0 uso de drogas, medicamentos continuos, hébitos alimentares, sexuais e a ocupagdo
profissional, devem ser acrescentados rotineiramente em uma anamnese (DeVITA Jr et al.
1997).

Feita a anamnese, 0 agente de salde deve entdo proceder ao exame fisico, objetivando
encontrar sinais fisicos que possam conduzi-lo a um diagndstico. Para o diagndstico do cancer
de hipofaringe sdo necessé&rios exames através da faringoscopia indireta. Nesta ocasido a
laringe também deve ser vista, porgue as lesdes da hipofaringe podem produzir imobilidade
das cordas vocais e comprometimento da regido supragldtica. Na faringoscopia indireta pode-
se perceber lesdes do seio piriforme, da parede posterior da faringe e nas lesdes avangadas da
doenca e nos tumores da regido pos-cricéide, lanca-se méo da faringoscopia direta. Outra
forma de diagndstico € o exame radiolégico simples das partes do pescoco (lateral). Este
exame pode ser completado com o deglutograma e a laringografia, porém recentemente estes
exames perderam muita importancia, dando lugar a planigrafia e a tomografia
computadorizada que, associadas a0 exame endoscopico e clinico, participam do
plangjamento terapéutico mais amitde. O exame radiol6gico torécico é feito rotineiramente,
no sentido de identificar lesdes metastéti cas nos campos pulmonares (Brandéo & Ferraz, 1989
v. 1.

2.6 Estadiamento

Para o diagnéstico de um cancer, o corpo clinico estabelece o estadiamento da doenca,
com o intuito de definir o nivel de comprometimento em que o paciente se encontra. O estadio
de um tumor reflete ndo apenas a taxa de crescimento e a extensdo da doenca, mas também o
tipo de tumor e suarelacdo com o hospedeiro (INCA/MS, 2002 c).
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Diversos sistemas de estadiamento poderiam ser concebidos, tendo por base uma ou
mais variavels. O sistema de estadiamento mais utilizado € o preconizado pela Unido
Internacional Contra o Céncer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificacdo dos
Tumores Malignos. Este sistema baseia-se na extensdo anatdmica da doenca, levando em
consideracdo as caracteristicas do tumor primario (T), dos linfonodos das cadeias de
drenagem linfética do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a presenca ou auséncia de
metastases a disténcia (M). Estes parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4, de
NO aN3 ede M0 aM1, respectivamente (INCA/MS, 2002 b).

A classificagdo TNM da UICC leva em consideragcdo para descricdo da lesdo, os
seguintes aspectos topograficos da hipofaringe: @) seio piriforme, que se estende da prega
faringoepigldtica a extremidade superior do esdfago. Medialmente, é limitado pela superficie
da prega ariepiglética e as cartilagens aritendide e cricoide e lateralmente pela cartilagem
tiredide; b) parede posterior da faringe, que se estende do nivel do soalho da valécula ao nivel
da juncéo crico-aritendideas; ) regido pos-cricoide (juncdo faringoesofégica), que se estende
do nivel das cartilagens aritendides e pregas de conexdo a borda inferior da cartilagem
cricoide (Branddo & Ferraz, 1989 v. 1).

2.6.1 Estadio T (Tumor)

Tabela 1.1. Classificagdo do tumor primério para o cancer de hipofaringe.

Classificagao Descrigdo
Tis Carcinoma pré-invasivo
TX I mpossibilidade de preenchimento dos requisitos minimos para avaliar o tumor primario
TO Sem evidéncia de tumor primitivo
T1 Tumor limitado a uma regido
T2 Tumor estendendo-se a uma localizacdo ou regido adjacente, sem fixagdo da hemilaringe
T3 Tumor estendendo-se a uma localizacdo ou regido adjacente, com fixacdo da hemilaringe
T4 Tumor estendendo-se ao 0sso, cartilagem ou tecidos moles.

Fonte: Brandao & Ferraz, 1989 v 1

T

<2em

Figura 1.2 Desenho esquemético demonstrando posi¢des de tumor
em estédio T1 (A eB).
Fonte: UICC-2004.
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Figura 1.3 Desenho esquemético demonstrando posig¢des de tumor
emestadios T1 (A), T2 (B,C,D,EeF) e estagios T3
(G e H) e seus respectivos tamanhosiniciais.
Fonte: UICC-2004.

2.6.2 Estadio N (Nddulo Linfatico Regional)

Tabela 1.2 Classificagdo dos nddulos linféticos (N) para os tumores de hipofaringe.

Classificagao Descrigdo
NO Auséncia de linfonodo pal pavel
N1 Linfonodo homolateral mével
N2 Linfonodo hilateral ou contralateral mével
N3 Linfonodo fixo

Fonte: Branddo & Ferraz, 1989 v 1.
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Figura 1.4 Desenhos esqueméticos demonstrando posicdes e tamanhos de tumores em
estadio N1 (A), N2 (B e C) e N3 (D) no linfonodos regionais da hipofaringe.
Fonte: UICC-2004

2.6.3 Estadio M (Metéstase a distancia)

Tabela 1.3 Classificaggo de metastases a distancia para o cancer de hipofaringe

Classificacdo Descricéo
MO Sem evidéncia de metéstase a distancia
M1* Evidéncia de metastase a distancia

Fonte: Branddo & Ferraz, 1989 v 1.
*A categoria M1 pode ser especificada pelas notages: PUL - Pulmonar; OSS - Osseo; HEP - Hepética; CER ou BRA - Cerebral; LIN ou
LYM - Linfonodos; MED - Medula 6ssea; PLE - Pleura; PER - Peritoneal; CUT ou SKI - Pelee OUT ou OTH - Outros.
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2.6.4 Grupamento por Estadios

Tabela 1.4 Grupamento por estédio para o cancer de hipofaringe

Classificacao Descrigéo
Estédio | T1NoMg
Estédio Il ToNoMg
Estédio Ill TsNoMo = T4, Tp, TaN1Mg
T4NOM0
z 1 T4N1M0
Estadio V| oalquer T Ny, Na Mg
Qualquer T, qualquer N M,

Fonte: Branddo & Ferraz, 1989 v 1.

2.7 Classificacdo Internacional das Doencas para Oncologia (CID-O)

A Classificagdo Internacional de Doencas (CID) é usada mundiamente para
codificacdo e tabulacdo dos dados de morbidade e mortalidade, além de auxiliar os médicos
no preenchimento dos prontuarios, visando armazenar e recuperar dados (SILVA, 2003)

Para a classificagdo das doencas oncolégicas, utiliza-se a CID-O que € uma ampliagdo
do capitulo sobre neoplasias da 9* Revisdo da Classificagdo Internacional de Doengas (CID-
9). Sendo que, a CID-O caracteriza todas as neoplasias por sua topografia, histologia e
compromentimento biol6gico, mas ndo trata da extensdo da doencas, lateralidade, método de
diagndstico e tratamento (Silvaet al., 2003)

A Tabela 1.5 mostra as classificagOes para o cancer de hipofaringe.

Tabela 1.5 Classificaggo Internacional de Doencas para Oncologia (CID-0). Topografia, Regides e CID-O

Regides CID-O
Seio Piriforme C12.x
Seio Piriforme
Porta Piriforme C129
Hipofaringe C13.x
Regido pbs-cricbidea
Cricooide, SOE*
Cricofaringe C13.0
Face hipofaringea da peca artepigl ética
Prega ariepigl6tica, SOE* (exclui face laringea da prega ariepigl6tica C32.1) C13.1
Parede posterior da hipofaringe C13.2
L es80 sobreposta da hipofaringe C13.8
Hipofaringe, SOE*
Parede da Hipofaringe C13.9

Fonte: CID-0O, 2000.
*SOE: sem outras especificactes

2.8 Tratamento

As modalidades terapéuticas para o0 cancer de hipofaringe sdo: a radioterapia, a
cirurgia e a quimioterapia, métodos que podem ser associados para melhores resultados.

O tratamento cirargico tem como objetivo o tratamento local dos tumores solidos,

através de sua extracdo, assim como regifes adjacentes a este, no sentido de impedir sua

Dissertacdo de Mestrado em Biologia/Biologia Celular e Molecular Cesar Augusto Sam Tiago Vilanova Costa



Capitulo 1. O Cancer de Hipofaringe 39

propagacao regional ou metastases. Este tratamento deve incluir todos os cuidados referentes
aos principios gerais da cirurgia e ao preparo do paciente e seus familiares sobre as alteracoes
fisiolgicas e/ou mutilacdes que poderdo advir.

A radioterapia € um método capaz de destruir células tumorais, empregando feixe de
radiacOes ionizantes. Este tratamento pode ser utilizado como método complementar a uma
cirurgia oncol6gica curativa ou usado como um método paliativo ao crescimento de tumores.

A quimioterapia, por sua vez, € o método que utiliza compostos quimicos,
denominados quimioterapicos, que sdo capazes de exterminar ou impedir 0 crescimento
tumoral. Quando aplicada ao cancer, a quimioterapia € chamada de quimioterapia
antineoplasica ou antiblastica (INCA/MS, 2003 B).

3.0 CONCLUSOES

A hipofaringe € umaregido que, apesar de compor — conjuntamente com a nasofaringe
e a orofaringe — a faringe, apresenta um dos piores prognésticos, quando envolvida no
processo tumoral. Seu tecido, composto por um epitdio escamoso estratificado nao-
queratinizado, se mostra bastante sensivel a acdo de carcindgenos, principalmente aqueles
formados pela queima do tabaco, assim como pelo excesso de exposicao ao acool. Os seios
piriformes, que fazem limite com a epiglote e a cartilagem aritendide, apresentam grande
capacidade de disseminagdo de células tumorais para outras regifes do pescoco, como
faringe, esdfago e laringe (Costaet. al., 2003).

Estudos epidemiol 6gicos revelam que a grande maioria dos individuos acometidos por
canceres de hipofaringe, apresenta como habitos, o consumo excessivo de &dcool e o
tabagismo exacerbado, por um longo periodo de tempo. Tais hébitos, combinados com a
idade avancada e o diagndstico tardio, auxiliam na baixa sobrevida apresentada pelos
pacientes (INCA/MS, 2004 A)

Os primeiros sintomas de alteracdes na hipofaringe € o aparecimento de dores durante
a degluticéo e a sensagdo de ter um “carogo” na garganta ao engolir. Esses sintomas podem
ser, facilmente, confundidos com irritagdo ou inflamac&o de garganta proveniente de uma
gripe. Como a maioria dos pacientes diagnosticados com tumores de hipofaringe esta entre a5
e 6 décadas de vida, tende-se a procurar por ateracdes na glote ou pulmonares, deixando-se
de lado as regifes dafaringe, devido a maior incidéncia de alteragdes malignas nessas regioes.
Desta forma, o primeiro contato entre o agente de salde e o paciente, a anamnese, deve ser
realizado de forma criteriosa e cautel osa. Uma entrevista médica, como qualquer outro tipo de
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entrevista, possui técnicas, que devem ser seguidas rigorosamente, para que Se possa
aproveitar a0 maximo o tempo que o médico dispde para um atendimento, levando a um
diagnéstico seguro e a um tratamento correto do paciente. Sabe-se hoje que a anamnese,
guando bem conduzida, é responsavel por 85% do diagndstico na clinica médica, liberando
10% para o exame fisico e apenas 5% para 0s exames complementares. Assim, 0 primeiro
contato com 0 paciente com suspeita de cancer de hipofaringe € crucial para o bom
prognostico do tratamento (DeVITA Jr et al. 1997).

O tratamento mais utilizado para combater o cancer de hipofaringe, segundo estudos
epidemioldgicos, é a cirurgia, principamente devido ao diagnéstico tardio e a grande
capacidade de disseminacdo dos carcinomas de hipofaringe, o que dificulta o emprego de
outros tratamentos, como a radioterapia e a quimioterapia. Por isso, € importante intensificar
as campanhas de prevencdo e diagnostico das neoplasias de cabega e pescoco, com o objetivo
de aumentar a sobrevida do paciente, otimizando o tratamento e melhorando o prognéstico
(INCA/MS, 2004 &; Zamarro et al., 2001).
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CAPITULO 2. AVALIAQAOAEPIDEMIOLOGICA DO CANCER DE
HIPOFARINGE EM GOIANIA, NO PERIODO DE 1998 A 2003

Resumo

Os tumores malignos de hipofaringe ndo sdo freqlentes, representando entre 5 a 10% das neoplasias das vias
aerodigestivas superiores e apenas 0,5 % de todos os canceres. Porém, do conjunto das neoplasias malignas da
regido da cabeca e pescoco, tumores de hipofaringe apresentam o pior prognéstico. Realizou-se entdo uma
avaiacdo das tendéncias epidemiolégicas apresentadas pelo cancer de hipofaringe em Goiénia no periodo de
1998 a 2003, analisando os dados disponiveis pelo Registro de Cancer de Base Populaciona da Associacdo de
Combate ao Cancer em Goias. A sobrevida relativa dos pacientes do sexo masculino diagnosticados com cancer
de hipofaringe foi de 38% apds 60 meses de segmento, enquanto que para 0 feminino apresentou-se uma
sobrevida méxima de 100%, com todas as pacientes curadas. Dentre os tratamentos realizados, a cirurgia
apresentou a menor taxa de sobrevida (34%) ao passo que para a quimioterapia foi associada uma sobrevida de
54%. A sobrevida dos pacientes tabagistas (43%) se mostrou muito inferior a dos individuos que ndo eram
tabagistas (60%). Em fim, ao longo de cinco anos de segmento deste estudo, a taxa de sobrevida relativa para
portadores de tumores malignos da hipofaringe foi de aproximadamente 38%, estimada para cinco anos com
uma censura de apenas 5%. A taxa de sobrevida relativa é diminuida uma vez que cerca de 45% dos casos, 0
diagnéstico €é feito tardiamente. Vale ressaltar a importancia de campanhas preventivas, evitando assim o
crescimento de patologias as quais sao relativamente ligadas aos habitos do tabagismo e etilismo.

Palavras-chave: hipofaringe, cancer, epidemiologia.

Abstract

Present study evaluate epidemiological trends of hypo pharynx cancer in Goiania on period 1998 to 2003
analyzing data derived from Cancer Registry of Association for Cancer Combat of Goias. The relative survival
rate for men diaghosed with hypo pharynx cancer was 38% past 60 months while women presented a survival
rate of 100%. Surgery was the treatments that present fewer rates (34%) and chemotherapy was associated to the
most survival rate (54%). Patients that use tobacco presented a survival rate of 43% while non-tabagists present a
rate of 60% of surviving. Relative survival rate for patients diagnosed with hypo pharynx tumor was 38% and
estimated censure for 5 years was just 5%. Survival rate was extremely decreased due to 45% of cases were
diagnosed in advanced stages of disease. It is important to point out that preventive campaign is important to
evade the increasing of these pathologies that are related to behavior of tabagism and etilism.

Key-words: hypo pharynx, cancer, epidemiology.
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1.0 INTRODUCAO

Os tumores malignos de hipofaringe ndo sdo frequentes, representando entre 5 a 10%
das neoplasias das vias aerodigestivas superiores e apenas 0,5 % de todos os canceres. Porém,
do conjunto das neoplasias malignas da regido da cabeca e pescoco, tumores de hipofaringe
apresentam o pior prognastico. E comum a classificagdo dos tumores malignos da hipofaringe
como tumores da laringe, e esta categoria apresenta alta incidéncia no Brasil, correspondendo
a0 sendo o sexto sitio anatdmico mais comumente afetado para o sexo masculino (Costa et.
al., 2003).

O carcinoma de hipofaringe é uma doenca devastadora. As taxas de sobrevidade 2 e 5
anos para pacientes com este tipo de carcinoma em estadio 11 e [V sdo estimadas de 0 a 50%.
Dos pacientes considerados passiveis de tratamento radical, somente 1 em 3 sobrevive a dois
anos e menos de 1 em 5 sobrevive por mais de 5 anos. As taxas de sobrevida com tratamento
radioterapico isolado sdo desanimadoras, pois giram em torno de 4 a 10%. Adicionalmente, a
radioterapia como Unico tratamento tem se mostrado insuficiente como terapéutica de
pacientes com metéstases cervicais (Costa et al., 2003; Amar et al., 2002). Novos avangos
vém sendo incorporados no tratamento radio e quimioterdpico dos canceres de cabeca e
pescoco. Apesar do prognostico reservado dos tumores avancados, a incorporacdo de
protocolos combinados de quimioterapia e radioterapia com intuito de preservacéo de 0rgaos
ou paliacdo em estagios de doenca recorrente ou localmente avancada, que ndo sdo bons
candidatos a cirurgia, tém mostrado resultados animadores (Herchenhorn & Dias, 2004).

A hipofaringe € dividida em trés sitios anatdbmicos: os recessos piriformes, a parede
posterior e a area retrocricoaritendidea. Os tumores do seio piriforme apresentam como
caracteristica comum a possibilidade de disseminacdo submucosa, invadindo estruturas por
contigliidade e comprometendo precocemente as cadeias de drenagens linfaticas cervical ipsi
e contra-lateral. O tumor tem inicio insidioso, resultando em diagnéstico inicia ja em estédio
avancado na maioria das vezes (Rapoport, 1987; Keane, 1982).

Atualmente, com a associacdo de cirurgias radicais e radioterapia pos-operatéria
aumentou-se o controle locorregiona destes tumores. Contudo, a sobrevida global n&o sofreu
ateracbes em decorréncia das metéstases a distancia, 0 que ndo representa uma falha no
tratamento realizado e ssim uma evolugdo natural devido a caracteristicainvasiva desse tipo de
neoplasia (Costa et. al., 2003).
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1.1. Estimativa de Sobrevida

Em estudos de coorte ou ensaios clinicos ha o acompanhamento de individuos durante
um periodo de tempo até a ocorréncia de um evento de interesse. Nestes estudos ndo se quer
analisar, simplesmente, a ocorréncia deste evento, mas, sim, as probabilidades de ocorréncia
do mesmo ao longo do tempo. O tempo é definido, entdo, como funcdo de diversas variaveis
independentes, e ha a possibilidade de se avaliar a suainfluéncia no comportamento do tempo
decorrido entre o inicio da observacdo e o evento. Ha interesse, também, em se verificar o
efeito de fatores de risco ou de fatores progndsticos (sejam eles quantitativos ou qualitativos)
no tempo de sobrevivéncia de um individuo de um grupo, bem como definir as probabilidades
de sobrevida em diversos momentos no seguimento do mesmo. Sobrevivéncia, no presente
trabalho, € considerada como o tempo desde a entrada do individuo no estudo, até a
ocorréncia do evento de interesse (falha) ou até a censura (observagdo incompleta devido a
perda de acompanhamento, término do estudo, etc) [Croley & Breslow, 1984; Harris &
Albert, 1991].

Em estudos de sobrevida as pessoas sdo acompanhadas a partir de um momento,
como, por exemplo, o diagnéstico da doenca, a realizacdo de uma cirurgia, ou 0 nascimento.
Geralmente, as pessoas sa0 incluidas no estudo em diferentes tempos do ano calendério
(Gréfico 3.1), porém, na andlise, todos os individuos tém seu tempo de sobrevivéncia contado
a partir da entrada no estudo, que é considerado como tempo zero (Gréfico 3.2). Os inicios
sdo, portanto, truncados a esquerda, ou sgja, a observacdo de cada individuo comega a partir
de determinado momento, sem levar em conta 0 que aconteceu no passado (Croley &
Breslow, 1984).

Uma grande vantagem nesta estratégia é que ndo é necessario esperar gue todos os
individuos apresentem o evento de interesse — como, por exemplo, o ébito — para se fazer a
andlise; agueles individuos que ndo apresentaram falha ao término do estudo sdo considerados
com censura (Croley & Breslow, 1984).

O individuo é seguido até uma (ou mais) mudanca(s) de estado (também denominado
compartimento). O esguema mais simples de estudo € aquele onde o individuo €
acompanhado até a ocorréncia de apenas um evento de interesse, como, por exemplo, do
inicio da doenca até o 6hito.

doente —> | o6bito
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Paciente
A X
B X
C A
D A
E vivo
0 10 20 30 40 50 60
Tempo  (meses)
Grafico 2.1. Exemplo de como os individuos sdo seguidos no tempo (calendério).
Fonte: Croley & Breslow, 1994.
Paciente
A X
B X
C A
D A
E vivo
0 10 20 30 40 50 60
Tempo  (meses)

Grafico 2.2. Exemplo de como os individuos sdo considerados na andlise.
Fonte: Croley & Breslow, 1994.

No entanto, pode haver interesse em estudar o tempo até a ocorréncia de diversas
mudancas de estado, como cura e/ou recuperacdo, recorréncia ou 6bito. Os compartimentos
gue descrevem os diversos “ estados de saide’ (ou “de doenca’) obedecem a um processo de
Markov finito, onde os estados séo considerados etapas transitérias, com excegdo do obito que
€ considerado um estado absorvente, pois uma vez atingido esse estado a pessoa i
permanece (Croley & Breslow, 1984; Harris & Albert, 1991).

Um esquema diferente é aquele em que o desfecho de interesse pode ser classificado
em diversas categorias, geralmente diferentes causas de oObito. Para esse tipo de andlise é
introduzida a metodol ogia de riscos competitivos, que s8o model os que envolvem a teoria de
cadeias markovianas. Quando se trabalha com riscos competitivos, os tempos de
sobrevivéncia para cada uma das causas formam um sistema, em que cada um deles € uma
variavel aeatdria (Croley & Bredow, 1984; Harris & Albert, 1991).
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A medida que os modelos se tornam mais complexos, ou sgja, com os individuos
podendo ocupar diversos compartimentos no tempo (processo de Markov de nascimento —
imigracdo — morte), € necessario se aplicar o modelo de intensidade multiplicativa que foi
introduzido por AALEN (Croley & Breslow, 1984; Harris & Albert, 1991).

Em estudos onde h& seguimento pode ocorrer que alguns individuos ndo sejam
observados até a ocorréncia da falha, ou sgja, tém seu tempo de observacdo incompleto. Esse
tipo de perda no tempo de observacdo é denominado censura. 1sso pode ocorrer quando os
individuos permanecem sem mudanga de estado (falha) ao término do estudo, ou falecem por
causas nao relacionadas com a doenca de interesse, ou abandonam o estudo ou séo perdidos
de observacdo. Por vezes a cura e/ou recuperacdo também podem ser consideradas como
censura na observacdo. Uma suposicdo importante € a de que os individuos censurados em
determinado tempo t sdo representativos de todos os individuos que estavam sujeitos ao risco
deter falhaemt (Croley & Breslow, 1984; Harris & Albert, 1991).

1.2. Tabua de Vida Atuarial (Dados Completos)

Os estudos envolvendo a tabua de vida demogréfica iniciaram-se no século XVII com
Edmund Halley. Nesse modelo todas as observacBes sdo completas (isto €, méo existe
censura) e seu objetivo é fornecer o padréo de sobrevivéncia de individuos de um grupo,
sujeitos a coeficientes de mortalidade especificos por idade (ou faixa etaria). Através dessa
técnica o tempo de seguimento é dividido em intervalos de tempo (ou de idade) fixos. Em

cadaintervalo x (x =t + At), tem-se:

dx: nUmero de Gbitos que ocorreram no intervalo X,
lx: nimero de pessoas expostas ao risco de morrer no inicio do intervalo x,
Ox: probabilidade de morrer no intervalo x, e

px. probalidade de sobreviver no intervalo x.

:gﬁ

Ix

Ox
onde:
Px= 1' qX= I—l-—dx
|x
A partir da tabua de vida para dados completos (demogréfica) pode-se estimar a

esperanca de vida e, neste caso, € necessario fazer uma correcdo na estimativa do g
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nOx = n.My , onde
1+ay.n.My
0,8, para< 1ano
a.= fator de separacdo nafaixaetariax =< 0,7, paral a4 anos

0,5, para5 anos e mais

nM= coeficiente de mortalidade especifico para afaixa etéria x

ny= nimero de individuos na faixa etaria

1.3. Tabua de Vida Atuarial (Dados Incompletos)

Somente nas décadas de 50 e 60 € que o conceito de censura foi incorporado na tabua
de vida atuarial. Nessa tébua de vida o tempo também é dividido em intervalos fixos e a
probabilidade de 6bito é calculada para cada um dos intervalos. Na tébua de vida atuarial com
dados incompletos, isto €, na presenca de censura, € feito um pequeno ajuste no nimero de
pessoas expostas ao risco no inicio do periodo X, diminuindo-se metade das censuras do total
de expostos ao risco no inicio do periodo (Harris & Albert, 1991). Nesse caso supde-se que as
censuras ocorreram uniformemente durante o periodo x e 0 nimero de individuos expostos
corrigidos pela censura (/*4) €

*

| X = Ix - WXHX
_ 2
Onde:
Wy= niimero de pessoas que terminaram vivas o estudo, no intervalo x
Ux= nUmero de pessoas perdidas de observacéo
Para exemplificar esta situagdo, suponhamos que um grupo de 150 pacientes com cancer
de hipofaringe (dados hipotéticos) tenha sido seguidos por 60 meses. A tabela 3.1 apresenta 0

célculo da probabilidade de sobrevivéncia acumulada neste periodo.

Tabela 2.1. Exemplo do calculo de probabilidade de sobrevida

Tempo meses Lx dx Ux WX L'x g'x=dx/I'x | p'x=1-q'x S(x)
0al2 150 20 1 12 143,5 0,14 0,86 0,86
13a24 117 39 3 13 109 0,36 0,64 0,55
25a36 62 12 1 7 58 0,21 0,79 0,44

37 a48 42 9 2 5 38,5 0,23 0,77 0,34

49 a60 26 1 0 3 245 0,04 0,96 0,32
mais de 60 22 2 0 17 135 0,15 0,85 0,27

Fonte: Harrys & Albert, 1991.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Grupo de Estudo

A presente analise epidemiol bgica corresponde a um estudo retrospectivo de pacientes
diagnosticados com cancer de hipofaringe do Registro de Cancer de Base Populacional de
Goiania (RCBP) da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG), no periodo de
1998 a 2003.

Foram analisados 36 prontuarios, levando em consideragdo as seguintes variaveis:
idade, data do diagnostico, data de 6bito, data de cura e habitos de vida, incluindo tabagismo e
etilismo. Os dados diferentes aos tumores foram caracterizados segundo CID-O (classificacdo
Internacional das Doencas para Oncologia), morfologia, topologia, estadiamento TNM e o
diferente tipo de tratamento.

Para a estimativa dos coeficientes de incidéncia (Cl), foram consideradas as datas do

diagnostico individual. O coeficiente de incidénciafoi calculado pela seguinte formula:

Numero de novos casos de carcinoma de hipofaringe

Cl = - . x 100.000 habitantes
NuUmero de pessoas expostas ao risco de desenvolver

cancer de hipofaringe no mesmo periodo

Para a determinacgdo dos coeficientes de mortalidade (CM), foram usadas as datas dos
Obitos coletadas diretamente dos prontuérios. O coeficiente de mortalidade foi calculado
utilizando-se a seguinte formula:

NUmero de mortes por cancer de hipofaringe

em um periodo de tempo especifico
CM = p po 5P

x 100.000 habitantes

NUmero de pessoas expostas ao risco de morrer de
carcinoma de hipofaringe no mesmo periodo

Os dados dos respectivos pacientes foram tabulados em planilhas, visando a obtencdo
da curva de sobrevida apresentada pelo grupo. Para o célculo da sobrevida foi utilizado o
método de estimador atuarial, que considera o uso de dados incompletos dos prontuarios,
incluindo data do diagnostico, intervalo livre de doenca, avaliado através da presenca ou
auséncia de recidivas e condicbes de salde do paciente em sua Ultima visita de
acompanhamento (Silva, 1999). A sobrevida relativa (SR) € uma estimativa de como seria a
sobrevida do paciente com cancer de hipofaringe na auséncia de outras causas de morte. A SR

foi definida por:
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Sobrevida observada o grupo de pacientes

SR =
Sobrevida esperada na populagdo geral

Para os calculos estatisticos dos coeficientes de incidéncia e mortalidade e das
sobrevidas, foi utilizado o software Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, EUA) e
confeccdo dos gréficos de sobrevida, o software SPSS® (SPSS Inc., EUA). O teste de logrank
foi aplicado para comparar as diferencas estatisticas entres as curvas de sobrevida (Rosner,
1995).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a sobrevida geral dos pacientes diagnosticados com cancer de hipofaringe em

Goiania, no periodo de 1998 a 2003, foi encontrada a taxa de sobrevida de 38% (Gréfico 3.3),

apOs cinco anos de seguimento.
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Grafico 2.3. Sobrevida Relativa Geral para o cancer de hipofaringe na popul agéo
de Goiania, no periodo de 1998 a 2003.
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A distribuicdo percentual de casos de cancer de hipofaringe no periodo estudado entre
0s dois sexos (Gréfico 2) demonstrou um acometimento maior da doenca pela populacéo

masculina, em uma proporcao de 17:1 em relacdo aos casos femininos.

94%

6%

E Masculino @ Feminino

Gréfico 3.4. Distribuicfo percentual de Casos de Cancer de Hipofaringe

entre 0s sexos em Goiania, no periodo de 1998 a 2003.

Para os dois sexos, a faixa etéria mais acometida pelo cancer de hipofaringe é a da 72
década (Tabela 3.2), sendo mais comum na raga branca que em ragas ndo brancas, numa

proporgédo de 2:1.

Tabela 2.2. Distribuiggo de casos de Cancer de Hipofaringe por faixa etaria.

Faixa Etaria (anos) Percentual
0-10 0,00
11-20 0,00
21-30 2,78
31-40 5,56
41 -50 13,89
51-60 25,00
61-70 44,44
71-80 5,56
81-90 2,78
91-.. 0,00
Total 100,00

A sobrevida relativa entre 0s sexos se mostrou bastante diferente no estudo (Gréfico
3.5). Osindividuos do sexo masculino apresentaram uma sobrevida de 38% apds 60 meses de
seguimento, sendo bastante inferior a0 sexo feminino, que, por sua vez, apresentou uma
sobrevida méxima de 100%, com todas as pacientes curadas.
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Grafico 2.5. Sobrevida Relativa entre os sexos para o cancer de hipofaringe na

populacdo de Goiénia, no periodo de 1998 a 2003.

A grande maioria dos pacientes, 32 dos 36, portando 89% deles, apresentou hébitos de
tabagismo e etilismo cronicos. Alguns dos pacientes tinham registrado em seus prontuarios
meédicos, o habito de fumar por quase 50 anos, ou pouco menos, uma quantidade de 10, ou
mais, cigarros por dia. Tais resultados se refletem principalmente nos resultados relativos a
populacéo masculina, onde o tabagismo e o etilismo estdo muito presentes. A sobrevida entre
0s pacientes que fazem o uso do tabaco ou fumo (Gréfico 3.6), se mostrou bastante inferior

(43%) ados individuos que ndo eram tabagistas (60%0).

Em relacgo ao habito de etilismo, alguns dos pacientes apresentavam um quadro de
alcoolismo severo, ou intensa ingestédo de bebidas alcodlicas, por um intervalo longo de
tempo, fato retratado, por exemplo, em um paciente que consumia de 500ml a 1l de cachaca
guase que diariamente durante 40 anos. Apesar de tudo, a sobrevida relativa entre os pacientes
n&o etilistas foi pouco superior (37%) que a sobrevida de pacientes etilistas (30%). Os dados
obtidos nesse estudo (Gréfico 3.7) estédo de acordo com as analises epidemioldgicas dos
canceres de cabega e pescogo, que apontam para o uso do fumo e de bebidas a codlicas como
0s principais fatores de risco exdgenos nesse tipo de tumor, existindo entre estes habitos um

sinergismo responsavel no efeito multiplicativo do risco (Menezeset al., 2002).
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Grafico 2.6. Sobrevida Relativa entre os pacientes com hébito tabagista e
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O diagnéstico em cerca de 76% dos casos ainda € feito tardiamente, afetando
consideravelmente a sobrevida individual. A taxa de sobrevida relativa diminui muito quando
o diagnédstico é feito nos estadios tardios (Gréfico 3.8 e 3.9). De acordo com Zamarro e
colaboradores (2001) os fatores de risco que estdo mais associados a mortalidade e,
consegientemente, a baixa sobrevida dos pacientes nos estégios terminais do cancer da
laringe, regido anatdmica proxima a hipofaringe, séo, em ordem de importancia: presenca de
metastase a distancia, ganglios histologicamente afetados, sugerindo um risco duas vezes

maior de recidivalocorregional (Menezeset al., 2002).
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Graéfico 2.8. Distribuig&o dos casos diagnosticados de hipofaringe
por estadiamento, no periodo de 1998 a 2003.
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Grafico 2.9. Sobrevida Relativa entre os pacientes diagnosticados em diferentes

estadios da doenca. no periodo de 1998 a 2003.
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Dentre os tratamentos a quimioterapia foi associada a uma maior sobrevida relativa
(54%), provavelmente porque esse tipo de tratamento € indicado para pacientes em estadios |
e |l do desenvolvimento do cancer, refletindo a maior sobrevida para estes pacientes, que
estdo em estégios iniciais da doenga. A cirurgia, por sua vez, apresentou a taxa de sobrevida
mais baixa entre os tratamentos adotados (34%). A intervencdo cirlrgica € sempre tomada
como a opcao derradeira de tratamento, pois trata-se da forma mais invasiva e traumatica de
tratamento a qual um paciente pode sofrer, sendo desta forma, aplicada somente em pacientes
em estados muito avangados da doenca, ou como forma paliativa ao desenvolvimento do
tumor.

Os registros falham ao classificar a maioria dos canceres de hipofaringe como CID-O
C12.9 (Hipofaringe SOE) a maioria dos casos (40%). Tais falhas também sdo percebidas no
registro da morfologia do tumor, pois a vasta maioria dos casos (89%), foi enquadrada na
categoria CEC-SOE (Carcinoma espinocelular sem outras especificagdes). Topograficamente,
0 sitio anatébmico do seio piriforme representaram 33%, a hipofaringe (58%) e a regido pos-

cricéide somente 3% dos casos diagnosticados.
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Grafico 2.10. Sobrevida Relativa entre os tratamentos utilizados para o cancer de

hipofarinae.
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Todas as taxas de sobrevida foram corrigidas e, por isso, s&o denominadas taxas de
sobrevida relativa, isso acontece devido ao fato da informagdo, sobre a causa de morte dos
pacientes, muitas vezes ser incerta, ndo disponivel e pouco confiavel. Isso porque é dificil
distinguir os oOhitos relacionados com a doenca em estudo com aqueles relacionados a
toxicidade do tratamento ou a outras causas independentes, comuns em doencas cronicas,
como nas neoplasias. Por isso € preferivel considerar, na analise das sobrevidas, os obitos por

todas as causas e corrigi-las utilizando a sobrevida da populacdo total a qual o grupo pertence.

Assim, obtém-se a sobrevida relativa, que € definida pela razéo entre a sobrevida
observada no grupo de pacientes e aguela esperada em um grupo de pessoas da populagdo
geral, sendo desta forma, uma estimativa de como seria a sobrevida do paciente com cancer
da laringe na auséncia de outras causas de morte (Curado & Latorre, 2000) . Assim, ao longo
de 5 anos de seguimento deste estudo, a taxa de sobrevida relativa para portadores de tumores
malignos da hipofaringe foi de aproximadamente 38%, estimada para cinco anos, com uma

censura de apenas 5%.

No periodo estudado, o coeficiente médio de incidéncia anual para o cancer da
hipofaringe foi de 2,3/100.000 habitantes para o sexo masculino e 0,1/100.000 habitantes para
0 sexo feminino. Para 0 mesmo periodo, o coeficiente médio de mortalidade anua para a
mesma doenca foi de 0,45/100.000 habitantes no sexo masculino e de 0/100.000 habitantes

para o sexo feminino, pois todas as pacientes foram curadas.

4. CONCLUSOES

Os dados epidemiologicos do cancer da laringe e hipofaringe no mundo e,
principamente, no Brasil, tém fornecido tendéncias preocupantes, que devem aertar para a
importancia de se promover estudos relacionadas com este tipo particular de cancer. A
sobrevida de 38% se mostra muito reduzida, até mesmo se comparada com céanceres de
regides proximas como a laringe, que apresenta sobrevida geral de 46% (Silva, 2003).

Os resultados comprovaram ainda que, habitos como tabagismo e etilismo, sdo de
grande importancia para 0 desenvolvimento e prognético da doenca, uma vez que 0s
tabagistas e etilistas representaram 89% dos individuos estudados e, com isso, apresentaram
uma sobrevida bastante inferior a dos que néo faziam uso do fumo e acool, 43% contra 60%.

Adicionalmente, mais uma vez foi observado o diagnostico tardio da doenca, 76% dos
casos, 0 gue afeta a sobrevida e a chance de cura do paciente (Zamarro et al,2001). Desta
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forma, devem-se intensificar as campanhas de prevencdo, na tentativa de diminuir a
incidéncia e diagnosticar o cancer nos estégios iniciais da doenca, oferecendo maior chance

de cura para o paciente (Curado & Latorre, 2000).
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CAPITULO 3. AVALIACAO CITOGENETICA DA MUCOSA ORAL DE
PACIENTES COM TUMORES DE HIPOFARINGE

Resumo

A andlise citogenética em células esfoliadas da mucosa oral tem sido usada para avaliagOes da freqiiéncia das
alteragdes citotoxicas e genotdxicas apresentadas por determinados grupos de pessoas expostas a possiveis
mutagenos. As freqliéncias das alteracBes obtidas sdo utilizadas para comparagéo entre individuos expostos e ndo
expostos. Além de microndcleo, outras anomalias nucleares resultam de eventos citotdxicos e genotdxicos,
sendo assim, bons biomarcadores relacionados a exposicdo de um tecido a determinadas substancias. Sendo
assim, 0 aumento na freqiiéncia de microntcleos pode representar um sinal precoce indicador do aumento do
risco relativo individual para o desenvolvimento de cancer. O presente estudo avaliou as ateracdes citogenéticas
nucleares de pacientes portadores de cancer na regido da hipofaringe. Foram analisados 36 individuos do grupo
de casos, constituido de pacientes diagnosticados com tumores de hipofaringe, e 36 individuos saudaveis do
grupo controle. Para obtengdo dos dados foram considerados hébitos de consumo como tabagismo e etilismo e
principalmente o tempo de exposi¢do. Foram contadas 5000 células por individuo e as freqiiéncias de
microntcleo, binucleadas, broken eggs e demais aberraces nucleares, foram calculadas para ambos os grupos.
A fregiéncia de micronicleo mostrada entre o grupo controle e o de casos ndo apresentaram diferenca
estatistica. Porém, foi observado, por parte do grupo de casos, um grande niimero de células com broken eggs e
binucleadas. Tais resultados demonstraram diferenca estatistica (p = 0,03). A binucleacdo e a formacdo de dois
nicleos em forma de broken egg sugere que agentes como o tabaco e o acoolismo crénico podem estar
relacionados com a indugdo e progressdo de tumores em pessoas susceptiveis, devido a capacidade desses
mutagenos afetarem o ciclo celular.

Palavras-chave: Citogenética, Mucosa oral, Biomarcadores, Microntcleos, Hipofaringe.
Abstract

Present study evaluates cytogenetically individuals diagnosed with hypo pharynx cancer. Cytogenetic analysis of
exfoliated cells is largely used to evaluate cytotoxic and genotoxic alterations on people exposed to potentially
mutagens. A number of 36 individuals were analyzed, representing case group, and 36 healthy individuals
composed control group. Data was collected and analysis was performed to estimate main nuclear alterations.
Standard protocols were adopted to collect and counting cells. Micronuclei test was used to determinate the
frequency of cytotoxic and genotoxic alterations. Besides than micronuclei others alterations like broken-eggs,
binucleated cells and piknotic nuclel are good markers of cell aterations because they are resulted from
cytotoxic events frequently related to occupational exposure. Behaviors like tabagism, etilism and exposition
time were also investigated to correlate cells aterations. The correlation between micronuclei frequencies of case
and control group test doesn’'t show statistic difference. Broken egg and binucleated cells were the most
observed anomalies on case group and showed up significant statistic difference (p=0.03). Results indicates a
high grade of cytotoxic anomalies on individuals with hypo pharynx cancer, specialy in tabagists and chronic
etilists individuals, behaviors that are correlated to induct and promote tumors in susceptible people due their
capabilities to affect cell cycle.

Keywords: Cytogenetics, Exfoliated cells, Micronuclei, Broken egg, Hypo pharynx.
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1.0  INTRODUCAO

Devido a exposicdo da populacdo em geral a diversos agentes potencialmente
citotoxicos e genotdxicos, testes rapidos e eficazes estdo sendo desenvolvidos como
dosimetros biol 6gicos ou biodosimetros de exposi¢éo. A citogenética estuda o comportamento
cromossdmico na célula e utiliza marcadores citogenéticos para a determinacdo do potencial
genotoxico, mutagénico e clastogénico de agentes fisicos e quimicos. Dentre os marcadores
mais utilizados na analise citogenética, estdo as aberragbes cromossdmicas estruturais
instéveis (cromossomos dicéntricos, tricéntricos, anéis céntricos, fragmentos acéntricos) e
estéveis (translocagdes, delecdes e inversdes) de linfocitos T e as alteracdes citocrénicas
evidenciadas pelo teste de microntcleo (MN) em células da medula Gssea, esfoliado oral e
linfocitos de sangue periférico (da Silva & da Cruz, 2002; Rabello-Gay et al., 1991).

1.1. Testes citogenéticos

Dentre os testes citogenéticos para avaliacdo de potencial genotdxico, o teste do
micronucleo de células esfoliadas da cavidade oral e de sangue periférico, apresenta-se com
uma aternativa eficiente para avaliar os efeitos genotdxicos de exposicdo das populacbes
humanas a baixas doses de substancias carcinogénicas, as quais as populagdes humanas estéo
usualmente expostas. (Stich et al., 1982). O aumento na freqiéncia de micronucleos esta
relacionado com quebra cromossdmica ou com a uma interferéncia que possa ter ocorrido
durante o processo da mitose celular, (da Cruz et al, 1994), em que o nucleo fragmenta,
formando estruturas extranucleares contendo pegquenos fragmentos de DNA. Estes danos
sofridos pelo DNA da célula expostas aos agentes ambientais sdo incorporados como erros,
uma vez que ndo sdo reparados pelos complexos sistemas de reparo da célula
Conseqlientemente, ocorre um aumento na instabilidade genética que € a causa subjacente do
desenvolvimento de neoplasias. (Chaveset al., 2002).

A molécula de DNA é responsavel pelo controle de todo metabolismo que a célula
desempenha durante o ciclo celular. Alteragdes na estrutura da molécula de DNA podem
resultar em descontrole das fungbes celulares. Assim, eventos que desregulem o ciclo celular
S80 as causas que antecedem a iniciacdo ou promogao tumoral. Cromossomos aberrantes,
freqiéncia aumentada de micronucleos (MN) e a troca entre crométides irméas frequentes,
sgjam espontaneos ou induzidos por agentes genotdxicos, sdo bons indicadores de danos
biol6gicos a0 material genético (da Cruz et al., 1994). O aumento do dano genético no
epitélio € um fator de risco associado ao aparecimento de tumores da cavidade oral (Kayal et
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al., 1993; Nair et al., 1991). “O aumento na freqiiéncia de micronutcleos é um bom indicador
da acédo clastogénica de um agente ambiental sobre o material genético e, consequientemente,
pode ser usado como marcador de genotoxidade” (Tolbert et al., 1991). A avadiacdo da
freqliéncia de micronucleos induzidos em células por agentes mutagénicos e clastogénicos
tem sido amplamente usada na andlise de danos citogenéticos (Bloching et al., 2000; Prasad et
al., 1995).

1.2. O tecido epitelial

Os tecidos sdo formados por células e moléculas e agem associados uns aos outros
formando os diferentes 6rgdos e sistemas do corpo. Apesar de sua grande complexidade, o
organismo humano é constituido por apenas quatro tecidos basicos, a saber: o epitelial, o
conjuntivo, o muscular e o nervoso. Os epitélios, por sua vez, sdo constituidos por células
poliédricas justapostas e, por essa causa, existe muito pouca substancia extracelular. Além
disso, as células epiteliais se aderem firmemente umas as outras por meio de juncdes
intercelulares e devido a essa capacidade de adesdo, as células do tecido epitelial sdo capazes
de se organizarem como folhetos (Junqueira & Carneiro, 2004).

As principais funcdes dos epitélios sdo a de revestir as superficies externas do corpo,
formando a pele; compor os revestimentos internos das cavidades corporais, organizar-se em
unidades secretoras, chamadas de glandulas e de receber e perceber estimulos, através dos
neuroepitélios (Junqueira& Carneiro, 2004).

Dessa forma, pelo fato das células epiteliais recobrirem todas as superficies do corpo,
tudo que entra ou sai do organismo naturalmente, deve atravessar um folheto epitelial.

A forma e tamanho das células epiteliais variam muito, indo desde as grandes e dtas
células colunares, até as pequenas células pavimentosas, achatadas como ladrilhos. Outro fato
importante sobre a morfologia celular dessas células é a forma poliédrica presente em todas
elas, que esta relacionada ao fato das células epiteliais estarem sempre justapostas entre si,
formando folhetos ou aglomerados tridimensionais (Gartner & Hiatt, 1999).

Como as células epiteliais se encontram muito justapostas, impedem a perfeita
observacdo de seus limites, onde uma comega e outra termina. Assim, os nicleos celulares e
suas formas, nos ddo indiretamente uma idéa do tamanho, da forma e do nimero de camadas
das células epiteliais. Outro fato salutar € que praticamente todas as células epiteliais estdo
apoiadas sobre um tecido conjuntivo. Quando o tecido epitelial reveste as cavidades
corporais, chamamos o tecido conjuntivo que apdia o tecido epitelia adjacente de lamina
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prépria. Dessa forma, a face do tecido epitelial voltada para a lamina prépria € chamada de
porcdo basal ou pdlo basal. A extremidade oposta da célula epitelial, voltada para a cavidade,
se denomina porcdo ou pélo apical, a superficie formada pelos polos basais das células
epiteliais é chamada de superficie livre e as laterais das células, justapostas contiguamente,
s80 chamadas de paredes laterais (Junqueira& Carneiro, 2004; Gartner & Hiatt, 1999).

A lamina basal € uma estrutura que aparece na superficie de contato entre o tecido
epitelial e o tecido conjuntivo adjacente, sendo somente € visivel sob microscopia eletronica.
Com cerca de 20 a 100 nm de espessura, € formada por uma delicada rede de delgadas
fibrilas, chamada de lamina densa. Os componentes principais das |aminas basais sdo
colageno tipo IV, as glicoproteinas laminina e entactina e proteoglicanas (Gartner & Hiatt,
1999).

Aslaminas basais ndo existem somente em tecidos epiteliais, mas também em todas as
outras células que entram em contato com o tecido conjuntivo. Os componentes das |aminas
basais sGo secretados pelas células epiteliais, musculares e adiposas, existindo também, fibras
produzidas pelas células conjuntivas chamadas de fibras reticulares, que quando associadas a
l&mina basal, formam alaminareticular (Gartner & Hiatt, 1999).

As laminas basais tém varias funcdes, desde papel estrutural e filtradora de moléculas,
podendo influenciar na polaridade das células, regular a proliferacéo e diferenciacéo celular se
ligando a fatores de crescimento, influir no metabolismo celular, organizar as proteinas nas
membranas plasmaticas das células ligadas a ela afetando a transducéo de sinais que correm
através das membranas celulares; até servindo como suporte e caminho para a migragéo de
determinadas células. A lamina basal também parece conter informacfes para algumas
interacBes célula-célula (Junqueira & Carneiro, 2004).

Ja a membrana basal é uma camada situada abaixo dos epitélios, formada pela fusdo
de duas laminas basais ou de umalamina basal e de umaléminareticular, e por isso ela é bem
mai s espessa, medindo de 100 a 300 nm (Gartner & Hiatt, 1999)..

1.3. Formagao do micronucleo

Os micronucleos emergem durante a mitose das células que constituem a camada basal
do epitélio e aparecem como uma parte de DNA extranuclear, constituidos por fragmentos de
Cromossomos OU Cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no ndcleo principal das

células filhas durante o processo de divisdo celular. (Majer et al., 2001).
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A formagdo de micronicleos pode estar associada ao atraso da disposicdo do
cromossomo ha parte equatorial da célula, e conseglientemente um cromossomo ou mais
sofrem erros de disuncéo e sdo simplesmente eliminados do nucleo principal. Assim, por
representar danos nucleares, os microntcleos podem ser utilizados como marcadores de
anormalidades associadas a citotoxidade ou genotoxidade. Conseqlentemente o0s
micronucleos sdo indicadores de exposicdo individual a agentes fisicos ou quimicos presentes
nos ambientes e que possam ser absorvidos, inalados ou ingeridos pelo individuo exposto
(Tolbert et al, 1991).

A formacdo de micronicleos é um indicativo de genotoxidade de um determinado
agente capaz de causar mutagOes na fita de DNA, principalmente grandes deleces. Dessa
forma, ocorre um aumento da instabilidade genética que é a causa subjacente ao
desenvolvimento de neoplasias (Chaves,1999).

Adicionamente os eventos de caréter citotoxico e genotdxico podem resultar em
material genético extranuclear, com a formacdo de estrutura semelhante ao micronucleo
classico, além de serem eventos correlacionados com 0s processos de iniciagdo e/ou
promocao tumoral (Tolbert et al., 1991).

Existem alguns critérios que devem ser considerados para a correta classificacdo
determinacéo da freguiéncia de Micronucleos. De acordo com da Cruz e colaboradores (1994)
quatro aspectos devem ser observados: (1) o didmetro do Mn deve ser menor que um terco do
nucleo principal; (2) o Mn ndo deve ter refracdo; (3) a coloragdo do Mn ndo deve ser mais
escura que a coloragdo do nucleo principal; (4) o Mn néo deve estar unido ao nucleo.

Os eventos citotoxicos podem induzir ainda outros estados celulares como a formagéo
de células com nucleo em forma de broken egg (Be).

Em geral, os biomarcadores sdo divididos em trés grupos. o primeiro grupo de
biomarcadores serve para definir a exposi¢éo aos agentes carcinogénicos, 0 segundo grupo de
biomarcadores indica os efeitos biol 6gicos dos agentes ambientais no tecido alvo e o terceiro
grupo de biomarcadores fornecem dados informativos sobre a susceptibilidade individual a
aquele tipo de exposi¢do. (Bloching et al., 2000).

A avaliagdo da freqiiéncia de microntcleos € um marcador eficaz de genotoxidade ou
citotoxidade de agentes ambientais de exposicdo individual. As células da mucosa oral em
situagbes normais, renovam-se a cada trés semanas. Assim 0s danos que sdo causados ao
material genético das células da camada basal do epitélio geram fragmentos extranucleares,
indicando a citotoxidade ou genotoxidade dos agentes aos quais 0s individuos estdo expostos.
(Bloching et al., 2000)
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2.0. MATERIAL E METODOS

2.1.  Grupo Amostral

No presente estudo, foram analisados 36 pacientes diagnosticados com céncer de
hipofaringe, registrados no Registro de Céncer de Base Populacional de Goiania (RCBP) da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG). Foram considerados apenas casos
diagnosticados como carcinomas primarios da hipofaringe, cuja Classificagdo Internacional
de Doencas para Oncologia (CID-O) varia de C12.0 a C13.9, incluindo as varias topografias
possivels para os tumores da hipofaringe.

Os pacientes com carcinoma da hipofaringe foram selecionados a partir dos registros
provenientes do Registro de Cancer de Base Populacional, do Hospital Araljo Jorge, da
ACCG. Os individuos que fizeram parte do grupo controle foram recrutados em clinicas
ortopédicas, cirirgicas e clinica geral, dos hospitais participantes do estudo, Hospital de
Urgéncias de Goiania (HUGO), Hospital Santa Casa de Misericérdia de Goiania e Hospital
Gera de Goiania (HGG). O pré-requisito para a inclusdo no grupo controle era de ndo ter
nenhuma histéria e/ou suspeita de cancer nas vias aéreas superiores e regido do pescoco,
nenhum historico médico de sintomas de doencas virais, uso de medicamentos e exposi¢ao a
agentes quimicos nos Ultimos sei's meses.

A participacdo individual do grupo controle se deu de forma voluntaria, onde os
integrantes deste grupo estavam cientes da proposta do estudo e por ocasido da coleta das
amostras bioldgicas, todas as dividas por eles apresentadas foram imediatamente sanadas.
Todos os individuos responderam a um questiondrio contendo informacdes biométricas,
habitos e possiveis exposi¢des ocupacionais a agentes genotoxicos. Ao final da entrevista, foi
solicitada aos participantes, a assinatura de um termo de consentimento informado. Todos 0s
registros tomados foram tratados como de cardter sigiloso e de natureza completamente

confidencial.

2.2. Coleta das Amostras

A mucosa oral é formada pelo tecido epitelial pavimentoso estratificado n&o
queratinizado. Este tecido apdia-se sobre a membrana basal que, por sua vez, esta apoiada a
l&mina prépria, sendo constituido por varias camadas celulares. As células vao achatando a
partir da lamina basal e diferenciam-se a medida que se aproximam da superficie da mucosa.
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(Jungueira e Carneiro, 2004). Assim, torna-se possivel a coleta de células esfoliadas deste
epitélio. As células coletadas foram do tecido epitelial estratificado ndo-queratinizado da
mucosa oral, utilizando-se uma escova macia previamente umedecida em agua.

Antes da coleta de material, solicitou-se ao participante que enxaguasse a boca com
dgua potével, afim de se eliminar possiveis residuos de alimentos e reduzir a concentragdo de
bactérias. Com movimentos ascendentes e descendentes, a escova foi friccionada na regiéo
interna das bochechas e gengivas. Com a escova, fizeram-se esfregacos em laminas de
microscopia, previamente limpas e secas. As laminas foram transportadas, do Hospital Araljo
Jorge para 0 Nucleo de Pesquisas Replicon, acondicionadas em camara fria a,
aproximadamente, 10°C. No laboratério, as |aminas foram fixadas em &lcool etilico absoluto a
99,5°GL por 15 minutos e armazenadas a temperatura ambiente, para uma posterior hidrolise,

coloragdo e andlise citogenética em microscopio optico.

2.3. Hidrdlise, coloracao e fixacao das amostras

Os esfregacos das células da mucosa oral foram preparados em |&minas de vidro
limpas e secas. Para hidrdlise, as|&minas foram fixadas em dcool a 99,5 °GL .

Hidrolise das laminas

Realizou-se a hidrdlise a um titulo de 1:10 (10%), usando-se &cido cloridrico (HCI) e
agua destilada (H>Od). Ao se preparar a solucéo, acrescentou-se o acido lentamente a fim de
diminuir a evaporacéo e formacdo de bolhas. As |aminas foram deixadas em solucéo de HCI
10% por, aproximadamente, 2 minutos a temperatura ambiente e em seguida, por 6 minutos
em banho-maria a 60°C, onde, previamente, haviase esperado atingir a temperatura
especificada para se colocar as laminas. Finamente, as |aminas foram levadas de volta a

temperatura ambiente.

Coloracéao das laminas:

Dissolveu-se 1g de fucsina basica em 200mL de dgua destilada a 100° C. A solucgéo foi
entdo filtrada em papel-de-filtro e manteve-se ao abrigo daluz.

Mergulharam-se as |&minas em solugdo de fucsina bésica por 15 minutos ao abrigo da
luz e logo apds, enxaguou-se levemente com agua pararetirar o excesso de corante.
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2.4. Contra-coloracdo com Fast Green

Foram depositadas 250 mg de Fast Green em um frasco, onde se adicionou etanol
95% em uma quantidade suficiente para 500mL.

Levou-se as laminas a solugdo de Fast Green por 10 segundos. Passado o tempo, as
l&minas foram enxaguadas em dlcool a 70%.

2.5. Lavagem e retirada de dep0sitos

As laminas forma ent&o levadas a observagdo através de miscorsopia Optica. Aquelas
laminas que apresentaram depdsitos de corantes, residuos de luvas e outros materiais
sofreram, apods a coloracdo, uma bateria de lavagem com etanol a 95% por 1minuto, butanol
por 1minuto, butanol/xileno, em uma mistura 50:50, por 1 minuto e, por fim, xileno,

deixando-se no xileno até a montagem com o balsamo do Canada.

2.6. Analise Citogenética

As laminas foram observadas em microscopia 6ptica, utilizando um aumento de 400
vezes. No decorrer da analise citogenética, buscou-se contar derca de 5000 células para cada
individuo. Uma maior quantidade de células observadas, aumenta a qualidade da observacéo,
uma vez gue se reduz o confundimento causado pela variabilidade individual ou acuidade do
analizador. Durante a andlise, somente células livres de manchas e depésitos, sem
agrupamentos ou sobreposicdes, que ndo apresentavam caridlise e aquelas contendo nucleo
intacto, foram consideradas. As alteragbes observadas foram anotadas e conferidas

posteriormente.

Os fragmentos citoplasméticos de DNA extranuclear foram contados como
micronucleos (MN) sob as seguintes condi¢Bes: (1) citoplasma e nicleo principal (NP)
intactos; (2) diametro maximo do MN de 1/3 do NP; (3) MN apresentando mesma coloracdo e
texturado NP; e (4) MN no mesmo plano focal do NP (Bloching et al., 2000; da Cruz et al.,
1994). Além dos micronucleos, outras alteracfes citologicas foram consideradas como: (1)
binucleagcdo ou presenca de dois nicleos numa Unica célula; (2) nucleo com aspecto broken
eggs; (3) cariorréxis ou desintegracdo nuclear envolvendo perda da integridade do nicleo
principal (Tolbert et al., 1991).
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2.7. Analise estatistica

Na andlise estatistica, foi utilizado o teste t (student) para calculo da significancia e
testes de correlacdo para a comparacdo entre 0 grupo exposto e o grupo controle. Os célculos
foram desenvolvidos utilizando o programa Microsoft Excel 2002® (Microsoft Corporation,
EUA).

Inicialmente, foram calculadas as frequéncias das ateracbes analisadas, dividindo o
numero de observactes pela quantidade de células contadas, em torno de 5000 por individuo.
As freqUéncias médias foram comparadas entre 0s grupos caso e controle pelo teste t de
Student, bicaudal, comparando as médicas e presumindo variancias diferentes. O nivel critico
de rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p < 0,05), valor muito freqlientemente
utilizado na literatura (Beiguelman, 1996).

O teste estatistico escolhido pressupde que as variancias dos dois intervalos de dados
sgjam diferentes. 1sso porque, este teste, em particular, € utilizado para determinar se as
meédias apresentadas pelos dois grupos de amostras séo iguais, quando os grupos em estudos
s80 considerados diferentes (Beiguelman, 1996; Wassertheil-Smoller, 1995).

3.0. RESULTADOS

As principais caracteristicas que descrevem o perfil dos 72 individuos, que
participaram deste estudo, foram coletadas do questionério aplicado previamente a coleta das
amostras. As caracteristicas relacionadas com sexo e idade estdo contidas na Tabela 3.1.

A distribuicdo percentual de casos de cancer de hipofaringe dentre os individuos
estudados entre os dois sexos demonstrou um acometimento maior da doenca pela popul agéo
masculina, em uma proporcdo muito maior em relacdo aos casos femininos, de 1 caso

feminino para 17 casos masculinos.

Tabela 3.1 Resultado da andlise estatistica descritiva das variaveis
daidade e sexo dos individuos participantes do estudo.

Grupo Caso (n = 36) | Controle (n = 36)
Média de Idade (anos) + DP

Sexo
Intervalo (anos)
Masculino (n = 34) 58,8+124 495+ 12,6
Intervalo 2583 21 H 78
Feminino (n = 2) 60+14 54+1,8
Intervalo 59 |H 61 48 |H 60
Total (n =36) 58,8+ 12,0 57,0+ 12,3
Intervalo 2583 21 H 78
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Observou-se também a grande amplitude de idade apresentada pelos individuos do
sexo masculino, com representantes variando da 3 e atingindo até a 9 década de vida, um
intervalo de aproximadamente 58 anos, muito maior que o apresentados pelas mulheres, que
apresentaram um valor de apenas 2 anos e idade mais avangada, final da sexta década de vida.

Referente aos hébitos de vida, cerca de 86% (31/36) dos casos e 80,5% (29/36) dos
controles fumavam. O etilismo foi observado em 58,3% (21/36) dos casos e 50% (18/36) dos
controles (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Resultados da andlise estatistica descritiva dos habitos de vida dos casos e
controles do estudo, distribuidos por sexo.

L . Caso (n = 36) Controle (n = 36)
Habitos de vida Sexo
NUmero (%) NUmero (%)
Masculino 30 83,3 27 75
Tabagistas Feminino 1 2,8 2 55
Ambos 31 86 29 80,5
Masculino 4 111 7 19,5
Ndo Tabagistas Feminino 1 238 0 0
Ambos 5 13,9 7 19,5
Total 36 100 36 100
Masculino 21 58,3 17 47,2
Etilistas Feminino 0 0 1 2,8
Ambos 21 58,3 18 50
Masculino 13 36,1 17 47,2
Nao Etilistas Feminino 2 56 1 2,8
Ambos 15 42 18 50
Total 36 100 36 100

Quando analisados sob o tempo médio de consumo de tabaco, a pratica desse habito
entre os casos foi de 48 anos, chegando ao extremo de 61 anos de consumo de fumo. Para o
grupo controle, o tempo foi de cerca de 32 anos (Tabela 3.3). Em relagdo ao etilismo, houve

pouca diferenca no tempo de consumo para ambos 0s grupos avaliados.

Tabela 3.3 Tempo médio do hébito de fumar, apresentado pelos
individuos estudados do grupo controle e casos

Caso Controle
Habito de vida Sexo
Ubd (SrF’n)os) z TM (anos) + DP
Masculino 55+9,2 32+93
Tabagistas Feminino 27+17,6 24+7,2
Ambos 48 +14,8 32+8,7
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A andlise estatistica das ateracfes nucleares (tabela 3.4), observadas nos grupos caso
e controle ndo mostrou diferenca significante quando analisados somente micronucleos,
exceto para as células binucleadas e nicleos em forma de broken-eggs (p = 0,003).

Foi observada também uma grande quantidade de nucleos picnéticos, o que pode

sugerir uma exposi¢ao do tecido epitelia dos individuos a agentes citotdxicos.

Tabela 3.4. Andlise estatistica das alteragtes nucleares observadas para os grupos caso e controle, mostrando as
frequiéncias percentuais e as probabilidades de diferenca entre as freqiiéncias.

@S Microntcleo Binucleada Broken Eggs Cariorréxis
n total* | f (%)** p n total | f (%) p n total | f (%) p n total | f (%) p
21 11 7. 207 2 1
Caso 0,0116 0,906 373 | 0,20 0,003 43 | 0,135 0,002 603 | 0,335 0,002
Controle 19 0,0105 113 | 0,062 97 | 0,053 385 [ 0,213

*n total: nimero total de alterages nucleares, contado em todo o grupo; **f (%): frequiéncia percentual média

As principais alteracdes nucleares que puderam ser observadas em células esfoliadas

de individuos com cancer de hipofaringe estéo na Figura 3.1.

Figura 3.1. Principais biomarcadores observados no estudo.

(A) Céula com nucleo em forma de Broken egg. (B) Céula binucleada. (C) Célula apresentando
microndcleo. (D) Célula com nucleo picnético. (E) Célula binucleada com niicleo em forma de Broken
egg (seta). (F) Célula binucleada. (G) Célula apresentando microntcleo. (H) Células possivelmente
sobrepostas, 0 que pode causar o confundimento na analise.

4.0. DISCUSSAO

O aumento do dano genético no epitélio € um fator de risco associado ao aparecimento
de tumores da cavidade oral, possivelmente esta relacionado com o desenvolvimento de
cancer na hipofaringe (Kayal et al., 1993; Nair et al., 1991; Sarto et al., 1987). Dentre as
vérias ateracOes celulares possivel's, aformagdo de micronucleos € um bom indicador de agéo

clastogénica sobre o material genético e, conseqlientemente, este marcador pode ser usado
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parainvestigar a acéo de agentes genotoxicos sobre o epitélio (Ghose & Parida, 1995; Tolbert
et al., 1991). Assm, a medida da freqiéncia de MN induzido por agentes mutagénicos tem
sido amplamente usada na andlise de danos citogenéticos (Bloching et al., 2000; Prasad et al.,
1995).

Varios estudos e andlises de dados epidemiol6gicos tém mostrado que o hébito de
fumar € o principal fator de risco para o desenvolvimento carcinogénico, pois expde o epitélio
da cavidade oral e das vias aéreas as agressoes quimicas e fisicas derivadas do uso do tabaco,
produzindo assim, eventos que podem levar a tumorigénese (Kim et al., 2003; Menezes et al.,
2002; Flamini et al., 1998).

Os eventos genotoxicos de exposicdo podem induzir ainda, aém de micronucleos,
diversos outros estados nucleares como a formacéo de células binucleadas ou nucleos do tipo
broken egg. Uma outra situagdo de defesa celular contra o dano genético € a apoptose. Em
regras gerais, a apoptose representa a morte celular programada por genes especificos. A
apoptose também pode produzir nucleos picnéticos, cromatina condensada e cariorréxis
(Tolbert et al., 1992).

Maier e colaboradores, ja em 1992, relacionava a associagdo entre o etilismo e o
tabagismo cronicos como agentes que atuavam sinergisticamente, potencializando o
desenvolvimento de neoplasias malignas, entre elas a laringe e a faringe, 6rgéos onde se
encontra o sitio anatémico da hipofaringe. O risco de desenvolver cancer da laringe é de 5 a
35 vezes maior em fumantes que em ndo-fumantes;, e cerca de 2 a 5 vezes maior em
individuos etilistas cronicos e, finamente, para individuos tabagistas e etilistas crénicos o
risco relativo € 100 vezes maior (ACS, 2004). Com a hipofaringe, tais resultados ndo séo
diferentes, individuos fumantes apresentam um risco de 10 a 50 vezes maior e nagueles que
associam o tabaco ao acool, o risco relativo de desenvolver cancer de hipofaringe sobe para
quase 90 vezes maior.

Outro fator que pode afetar a incidéncia de cancer de hipofaringe em individuos é uma
possivel infeccdo por agentes virais. Dentre eles 0os que mais se destacam na evolucéo dos
carcinomas de cavidade oral, laringe e faringe sdo os virus Epstein-Barr 0 virus do herpes
simplestipo Il e, mais recentemente, 0 papiloma virus humano (HPV). (Zur Hausen, 1999).
Um elevado nimero de células com binucleacdo e a formacgédo de niicleos em broken eggs,
sugere gque as células sofreram exposicdo a agentes que interferem, ndo diretamente sobre
Seus Cromossomos ho momento da migracdo da anafase, mas no momento da divisdo celular
(Tolbert et al., 1991).
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O aumento na fregiiéncia das células binucleadas e de broken eggs, sugere que o0s
mecanismos envolvidos na carcinogénese dos tumores da hipofaringe, comprometem a
cariocinese na telofase do ciclo celular, em todo o tecido epitelial, da cabeca e pescoco,
incluindo o da mucosa oral. O comprometimento da cariocinese tem sido considerado como
um provavel evento associado a infeccdo da cavidade oral por virus e bactérias. Os agentes
infecciosos causam disturbios no ciclo celular, denominados efeitos patol 6gicos nos tecidos,
dificultando e desorganizando o processo de divisdo das células esfoliadas. Desta forma,
deve-se destacar a associagéo do HPV com os carcinomas da hipofaringe e outras patol ogias
ligadas a0 tecido epitelial de laringe e faringe, bem como da cavidade oral, como a
papilomatose (Aaltonen et al., 2002, Zur Hausen, 1999).
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CAPITULO 4. A INFECCAO POR HPV EM PACIENTES PORTADORES DE
CARCINOMAS DE CABECA E PESCOCO

Resumo

Estudos desenvolvidos desde o inicio da década de 1980 até a atualidade, apesar de extensos e aprofundados,
ainda ndo nos permitem definir com precisdo qual o possivel papel do HPV na carcinogénese de cabeca e
pescogo, no entanto, na cérvice uterina, 0 mesmo ja se encontra bem muito bem estabelecido. Dentre os fatores
que geram controvérsias, podemos destacar o achado freqiiente de variados tipos de HPV em mucosa oral
normal, numa incidéncia que varia de 0% a quase 100% em diversos estudos, com numerosos métodos de
identificagdo, incluindo entre eles um método altamente sensivel, a PCR. A importancia da infec¢do pelo HPV
na carcinogénese de células epiteliais ¢ suportada pela capacidade dos HPVs de alto risco, principalmente os
tipos 16 e 18, de imortalizar os queratindcitos orais, quando em andlise in vitro. O processo de imortalizagdo
pode envolver a desativacdo de proteinas supressoras de tumores pré-formadas pelas oncoproteinas virais, o
bloqueio da transcri¢do de genes supressores de tumores como resultado da inser¢do do oncogene do HPV, ou a
estimulacdo da transcrigdo do oncogene celular pela insercdo de seqiiéncias ativadoras de transcrigdo derivadas
do préprio genoma do HPV. No presente estudo, o grupo amostral foi constituido de 24 pacientes diagnosticados
com carcinoma de hipofaringe. Os casos foram obtidos do Registro de Cancer de Base Populacional de
Goiania/GO da Associagdo de Combate ao Cancer em Goids. Todos os pacientes considerados foram
diagnosticados como carcinomas de hipofaringe (CID-O: C12.0 a C13.9). Todas as amostras foram submetidas a
uma PCR com os primers genéricos MY09/11 e GP05/06 para detecgdo em amplo espectro do genoma de HPV.
Posteriormente, utilizou-se a mesma abordagem, com os primers tipo-especifico para HPVs 6, 11, 16, 18, 33, 35,
45 ¢ 58. Em 9 das 24 amostras utilizadas, foi observada amplificagdo com os primers genéricos, identificando-se
o genoma de HPV em 37,5% (6/24) dos casos. Em 67% (6/9) das amostras, o genoma viral foi detectado por
MY09/11 e em 33% (3/9) pelos primers GP05/06. As amostras positivas foram entdo submetidas a uma segunda
PCR para a genotipagem dos HPVs, tendo sido observados os tipos 16, 18 e 45. Os tipos virais mais associados
ao cancer da hipofaringe, no presente estudo, foram os HPV 16 e 18, presente em 6 amostras e o HPV45,
encontrado em 1 amostra. Em um paciente foi observada a co-infeccdo de tipos virais de HPVs 16 e 18.
Contudo, mesmo diante de tantas pesquisas realizadas, ha muito para ser explorado, apesar de uma hipotese
possivel para a carcinogénese ser a interacdo sinérgica de carcindgenos quimicos, virais, oncogenes € genes
supressores de tumores.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, oncogénese, genotipagem viral, carcinomas, hipofaringe.

Abstract

Studies about relationship between Human Papillomavirus (HPV) and cancer development are performed since
80’s. Although the correlation of HPV and cervical cancer are well established, the possible role of HPV and
head and neck cancer are still unclear. Among controversial factors of HPV and carcinogenesis of squamous
epithelial cells, there is a viral incidence that oscillates from 0 to almost 100% on studies that includes a myriad
of viral genome detect methods, such Blotting and PCR. Importance of HPV infection and epithelial
carcinogenesis is related to capabilities of High risk HPV 16 and 18 to promote cell alterations, by tumor
suppressor proteins inactivation, tumor suppressor genes blockage and insertions of HPV oncogenes. On present
study, HPV detection and typing was performed on tumors derived from hypo pharynx of 24 patients diagnosed
with cancer (CID-O: C12,0 to C13,9). All samples was submitted to PCR with generic primers MY09/11 and
GP05/06, as specific primers to HPV 6, 11, 16, 18, 33, 35, 45 and 58. Results shows that on 9 of 24 samples,
HPV were detected by generic primers (a rate of 37,5%) and HPV types 16, 18 and 45 were identified, with a
sample presenting coinfection of HPV 16 and 18.

Keywords: Human Papillomavirus (HPV), viral oncogenesis, PCR, Hypo pharynx, High risk HPV.
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1.0. INTRODUCAO

Os Papilomavirus humanos oncogénicos (HPVs) tém wuma associacdo bem
estabelecida com o carcinoma anogenital e cervical uterino, entretanto, a relagdo do HPV com
o carcinoma epidermoide oral, da laringe e faringe, apesar de ja ter sido amplamente sugerida,
ainda nao estd bem estabelecida. A possivel relacdo do HPV na etiologia das lesdes
cancerizaveis e no cancer oral foi primeiramente estimada em 1983, quando foram descritas
alteracdes citopaticas de HPV (coildcitos) em céanceres orais, idénticas aquelas previamente
encontradas em lesdes pré-cancerosas e carcinomas da cérvice uterina (Figura 4.1). A
formagdo de um halo ao derredor do nucleo celular, a coilocitose, é tida como um efeito
citopatico que sugere a infeccdo da célula por virus, principalmente por HPV (Scully gt al,
1985; Syrjanen et al, 1983).

No decorrer dos anos, varios estudos tém investigado o papel dos HPVs no carcinoma
e em outras lesdes orais potencialmente malignas, outros trabalhos indicam ainda que o HPV
¢ um fator de risco independente para o carcinoma epidermdide oral Contudo, os estudos do
envolvimento do HPV na iniciagdo e progressdo das neoplasias da cavidade oral e regido

laringorafingea, ainda tém gerado resultados conflitantes (Bouda et al., 2000).

Figura 4.1. Cortes histopatologico do tecido da hipofaringe e da cavidade oral de pacientes com
carcinoma epidermoéide, corado por Hematoxilina-Eosina. (A) Em aumento de 400x. (B) Células de
carcinoma oral com coilocitose (setas) em aumento de 1000x. (C) Células apresentando hiperqueratose,
aumento de 100x. (D) Células epitelais apresentando papilomatose em aumento de 200x.
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A discrepancia observada nos resultados ¢ atribuida, principalmente, a variacdo da
sensibilidade dos métodos empregados e a fatores epidemiologicos dos grupos de pacientes

examinados. (Kojima et al., 2002).

1.1. O Papilomavirus humano

Os papilomavirus sdo virus ubiquos de DNA epiteliotropicos, que infectam os
epitélios cutdneo e mucoso, produzindo diversas neoplasias epiteliais benignas e malignas em
animais € humanos. Sdo associados com uma variedade rara de lesGes orais, e tém aumentado
a suspeita de que eles podem estar implicados em algumas lesdes pré-malignas e malignas de
laringe e faringe. E um virus de 55 nm de didmetro e contém proteina e uma molécula circular
unica enrolada de DNA de fita dupla. As particulas icosaédricas do papilomavirus contém 72
capsomeros. Os HPVs sdo dependentes do meio de diferenciagdo terminal dos queratindcitos
para replicacdo, sintese do capsideo e montagem do virus. Como a maioria dos virus, os
HPVs ndo podem ser suficientemente cultivados em culturas teciduais ou em modelos
animais (Terai et al, 2001).

O genoma do papilomavirus humano pode ser dividido em trés regides: uma regido
longa de controle (LCR, do inglés long control region), compreendendo cerca de 10% do
genoma e as regioes precoce (E, do inglés early) e tardia (L, do inglés late). O alinhamento
das seqiiéncias de DNA do HPV revela uma organizacdo genética de regides que codificam
proteinas virais, os quadros aberto de leitura (ORF, do inglés, open reading frames). Essas
estdo presentes em s6 uma fita de DNA e suas fungdes foram apontadas em parte através da
comparacdo com a estrutura do papilomavirus bovino tipo 1 (HBV-1), o qual foi
extensivamente caracterizado em linhagens celulares de camundongos geneticamente
transformados (zur Hausen, 2000).

Em geral, as regides E sdo expressas logo apos a infec¢do e codificam as proteinas
envolvidas na indugdo e regulacdo da sintese de DNA. Por outro lado, as regides L sdo
expressas em estdgios posteriores da infec¢do e codificam as proteinas relacionada ao
capsideo viral. As regides E sdo designadas E1 a E7, e a regido L ¢ dividida em regides L1 e
L2. Do ponto de vista da transformacdo celular, as regides E5, E6 e E7 sdo de maior
importancia. A seqiiéncia entre o fim de L1 e o comego de E6 ¢ chamada de regido longa de
controle (LCR) e é conhecida também como regiao nao codante (NCR, do inglés Non-coding
region). Essa regido contém muitas das seqiiéncias regulatorias cis, que controlam a

transcricdo ¢ a replicagdao do genoma viral (zur Hausen, 2000, Kitasato et al, 1994).
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Estudos indicam que existem evidéncias substanciais de que a progressdo do cancer
induzida pelo HPV é um processo de multiplas etapas. Postula-se que as LCRs sdo um alvo
direto de um mecanismo regulatério intra-celular. A progressdo para a malignidade ¢
acompanhada pela perda desse mecanismo intracelular de inspecdo, o qual correlaciona-se
com uma abundante expressao génica viral (zur Hausen, 2000, Kitasato et al, 1994).

A infeccao pelo HPV ¢ iniciada quando uma particula viral penetra em células basais e
células indiferenciadas e em divisdo do epitélio. Ao menor trauma, que ocorreria durante a
relagdo sexual, através de sexo vaginal e/ou oral, permitiria ao virus penetrar na camada basal
do epitélio. Nas células basais e parabasais, o DNA viral replica em um baixo padrio e apenas
genes precoces sao transcritos, também em baixo padrao. A multiplica¢ao extensiva do DNA
viral e transcri¢do de todos os genes virais, bem como formacao do capsideo, ocorre apenas
nas camadas mais superficiais do epitélio. O virus multiplica-se exclusivamente no nucleo de
células infectadas. Contudo, observa-se que a manifestacdo patoldgica associada ao HPV ¢
confinada aos sitios onde a infecgao foi iniciada (Terai & Burk, 2001).

Particulas virais maduras, com capsideos formados e completos, estdo, portanto,
ausentes nas células basais, e a replicagdo produtiva do HPV estd restrita as células nos
estratos espinhoso e granuloso do epitélio (zur Hausen, 2000).

De acordo com o potencial de risco de desenvolvimento de neoplasias malignas em
humanos, a Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancer (IARC, do inglés International
Agency for Research on Céancer), em 1997, classificou os HPVs 16 e 18 como carcinogénicos
em humanos (grupo 1), os HPVs 31 e 33 como provavelmente carcinogénicos em humanos
(grupo 2A), e alguns dos tipos remanescentes de HPV como, possivelmente, carcinogénicos
em humanos (grupo 2B). Outra classificagdo quanto ao potencial de malignidade classifica-os
em tipos de baixo (6, 11), intermediario (31, 33, 35) ou alto risco de malignidade (16, 18).
Podem ser classificados também de acordo com o sitio anatdomico de infecgdo e/ou analise
filogenética em HPVs mucosos ¢ HPVs cutaneos (Kay, 2002; Sugerman & Shillitoe, 1997,
van Ranst et al, 1996, De Villiers, 1989)

Shima e colaboradores (2000), sugeriram que o HPV ¢ ubiquo e que achados comuns
dos mesmos tipos de HPV (6, 11, 16 e 18) em mucosa genital e oral sdo um forte indicativo
para a transmissao orogenital. Estudos revelaram ainda que o HPV tem um amplo tropismo no
epitélio mucoso, podendo ser adquirido através de contato sexual, sendo a maioria das
infec¢des por HPV, o produto de uma auto-inoculagdo de um sitio genital ou oral préprio para

o outro. Outro fato observado nos estudos ¢ que o HPV pode também ser transmitido ainda
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precocemente, durante o nascimento, do trato genital da mae para a cavidade oral da crianca

(Llewellyn et al, 2001; Lynch, 2000; Practorius, 1997).

1.2. A presenca de HPV em mucosas normais

Uma grande variagdo na incidéncia de infec¢do por HPV detectada em mucosa normal
de individuos saudaveis tem sido relatada, numa extensao de 0% a 91,1% em varios estudos,
usando variados métodos e em um numero limitado de individuos. Verificou-se uma alta
prevaléncia (91,1%) na cavidade oral normal de adultos usando um método altamente
sensivel, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polimerase Chain Reaction).
Foi sugerido que a prevaléncia do HPV incluiu infec¢des sub-clinicas e/ ou latentes e que a
infeccdo com um baixo ntimero de copias do virus ¢ comum, ao menos na cavidade oral
(Terai, 1999).

Surpreendentemente, o HPV 18 foi o mais freqiiente genotipo encontrado em mucosa
oral normal. A infeccdo por HPV 18 na cavidade oral, sem lesdes, sugere que o mesmo, de
forma persistente e freqiliente, infecta as mucosas , as quais podem entdo atuar como
reservatorios de HPV. De qualquer forma, permanece ainda indefinido se a infec¢cdo por HPV
18 ¢ subclinica e/ou latente e se € uma persistente e/ou transitoria. Por outro lado, outros
estudos encontraram uma maior prevaléncia do HPV 16 em mucosa oral normal, presente de
forma assintomatica ou latente. Enfim, sob uma visdo mais ampla, a literatura define que os
HPVs 6, 11, 16 e 18 sdo os mais prevalentes nas mucosas, sobretudo em mucosa oral. Desde
que se tornou claro que a infeccdo por HPV da mucosa oral normal ¢ comum, as fungdes
patogenéticas do HPV no desenvolvimento de cancer permanecem, ainda que
correlacionadas, indefinidas e limitadas (Giovanelli et al, 2002; Gillison et al, 2000;

Praetorius, 1997).

1.3. Os HPVs e a Carcinogénese

A importancia da infec¢do pelo HPV na carcinogénese de células epiteliais € suportada
pela capacidade dos HPVs de alto risco, principalmente os tipos 16 e 18, de imortalizar os
queratinocitos orais, quando em analise in vitro (Sugerman & Shillitoe, 1997).

O processo de imortalizagdo pode envolver a desativacao de proteinas supressoras de
tumores pré-formadas pelas oncoproteinas virais, o bloqueio da transcricdo de genes
supressores de tumores como resultado da inser¢ao do oncogene do HPV, ou a estimulacdo da
transcricdo do oncogene celular pela inser¢do de seqiiéncias ativadoras de transcri¢do

derivadas do proprio genoma do HPV. Desta forma, a infec¢do de queratinocitos com HPV de
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alto risco pode ser envolvida na patogénese de alguns carcinomas epidermoéides orais, como
também carcinomas de laringe e faringe. A prevaléncia do HPV nos carcinomas tem variado
de 0% a 100% nos trabalhos da literatura, principalmente por variagdes no tamanho da
amostra, populacdo estudada e sensibilidade das técnicas empregadas. Entretanto, em lesdes
genitais, como condilomas, neoplasias intraepiteliais e carcinomas escamosos cervicais, o
HPV tem sido reconhecido atualmente como agente causal inequivoco (Giovanelli et al,
2002).

Sabe-se que a proteina E7 do HPV-16 ¢ capaz de ligar-se a pRb, que regula a transi¢ao
G1/S do ciclo celular, seqiiestrando-a, como possivel mecanismo pelo qual o HPV poderia
contribuir para a carcinogénese. O complexo E7-pRb ¢ detectado em queratindcitos humanos
transformados, apesar do mesmo ndo ser considerado essencial para a imortalizacdo dessas
células. Proteinas E7 de HPVs de alto e baixo risco sdo completamente similares na
composi¢cdo de aminoacidos e organizagdo estrutural, diferindo em seu potencial de
transformagao e em outras propriedades bioquimicas. As proteinas E7 dos HPVs de alto risco
formam complexos de alta afinidade com varias proteinas celulares do hospedeiro, incluindo a
pRb, enquanto aquelas dos HPVs de baixo risco ligam-se com baixa afinidade (Lee et al,
1998).

A proteina E7 liga-se preferencialmente a pRb hipofosforilada. Como resultado, os
fatores de transcricdo E2F sdo liberados da pRb e ativados. Esses fatores induzem a
transcri¢ao de genes importantes no controle da divisdo celular, por promover a progressao do
ciclo celular, atuando nas fases G1 e S (Hanahan & Weinberg, 2000).

A proteina E6 do HPV também demonstra desempenhar um importante papel na
transformagao celular, gracgas a sua capacidade para formar complexo com a p53, que protege
a integridade do genoma celular. Esta oncoproteina dos HPVs tipos 16 e 18, tém mostrado
ndo s6 a capacidade de formar este complexo, mas também de degradar a p53, por um
caminho ubiquitina dependente (Summersgill et al, 2000).

A proteina E6 do HPV ¢ um polipeptidio composto por cerca de 150 aminoécidos,
com um aparente peso molecular de 18kD. Esta proteina tem uma meia-vida de 30 minutos a
4 horas em células transformadas. Suas atividades oncogénicas tém sido refletidas em muitas
analises, incluindo a capacidade de imortalizagdo de células primadrias, transformagdo de
linhagens celulares estabelecidas, resisténcia a diferenciacdo terminal, tumorigénese e
anulac@o do ponto de checagem do ciclo celular (Shima et al, 2000).

Uma vez estabelecida a ligagdo entre a proteina E6 e a p53, a proteina viral estimula a
degradagdo da proteina residente, o que leva esta ultima a niveis muito baixos em muitos
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tumores humanos, o que faz com que as células desses tumores falhem na parada do ciclo
celular em G1, seguindo entdao o dano no DNA celular (Hanahan & Weinberg, 2000).

Desde que a proteina E6 do HPV liga-se e degrada a p53, ¢ intuitivo propor que ela
suprimiria a apoptose. De fato, muitos estudos nos ultimos anos associando a proteina E6 a
este evento celular tém sido realizados onde ¢ observada uma interferéncia desta proteina
neste mecanismo em diferentes linhagens celulares e em resposta a diferentes agentes
indutores (Hanahan & Weinberg, 2000).

Recentes evidéncias sugerem que o gene E5 do HPVI16 também pode induzir
transformagdo em células epiteliais, possivelmente aumentando a transdug¢do de sinal
intracelular mediado por fatores de crescimento. Sendo assim, genes E5, E6 ¢ E7 do HPV
induziriam a transformagao celular e poderiam estar envolvidos na carcinogénese (Uobe et al;
2001).

A integracio do DNA viral também ¢ responsavel por prejuizo genético, ¢ a
localizagdao cromossomica da integracdo do HPV foi mapeada. Essas contribui¢des virais sdao
eventos precoces no desenvolvimento do cancer, e a integracdo viral pode ser um indicador de
um prognostico pobre. O tipo de dano genético poderia ocorrer de diferentes formas, tal como
amplificacdo génica, translocacdo cromossomal e perda da heterozigose (LOH) na integrag¢ao
do HPV35 (Shima et al, 2000).

Na grande maioria dos tumores e linhagens celulares estudadas, no processo de
integragdo do DNA do virus na célula hospedeira, ocorre uma clivagem no DNA viral em
algum ponto localizado entre os genes E1 e E2 ou entre E1 e L1. Quando esta separagao
ocorre, parece acontecer, como conseqliéncia imediata, a interrup¢do do controle
transcricional exercido pela unidade de traducdo (ORF) E2 sobre os genes da regido precoce.
Isso resultaria na expressdo aumentada das proteinas E6 e E7, o que provocaria uma
proliferacdo celular descontrolada e a instalacdo do processo neoplasico. O genoma do HPV
replica-se como um epissomo em lesdes benignas e pré-invasivas, mas € integrado ao DNA
celular na maioria dos cédnceres. Entretanto, a integragdo do HPV no DNA do hospedeiro

parece ndo ser comum no cancer oral (Miller & Johnstone, 2001; Shima et al, 2000).

1.4. Deteccdo molecular do HPV
Os avangos no campo da genética e biologia molecular tém contribuido decisivamente
para o estudo dos Papilomavirus humanos. A detec¢do direta dos genomas do HPV e seus

transcritos pode ser conseguida com procedimentos que incluem imunoperoxidase,
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hibridizagdes Southern blot, Northern blot, dot blot e in situ, PCR, captura hibrida e
seqlienciamento de DNA, entre outros (Terai & Takagi, 2001).

A sensibilidade e especificidade dos varios métodos de deteccdo do HPV disponiveis
variam amplamente. S3o trés as categorias que avaliam a sensibilidade dos métodos de
analise: os de baixa sensibilidade (imunoperoxidases, imunofluorescéncias e as hibridizagdes
in situ), por s6 detectarem o virus quando presente em mais de 10 copias do DNA viral por
célula; os considerados de moderada sensibilidade (Southern blot, dot blot ¢ hibridizacao dot
reversa), por so detectarem o virus quando de 1 a 10 copias do DNA viral estiverem presentes
e os de alta sensibilidade (PCR), por detectarem o virus quando menos de uma copia do DNA
viral estiver presente. E muito importante, de qualquer modo, considerar em que contexto o
método esta sendo usado. A hibridizagdo Southern blot é considerada como padrao de analise
do genoma do HPV e requer fragmentos de DNA de comprimento total. Muito valiosa
atualmente por oferecer informagdes adicionais importantes, como integracdo viral e
subtipagem. Entretando, de todas as técnicas de deteccdo de DNA do HPV, a reagao em
cadeia da polimerase (PCR) ¢ a mais sensivel. Mais de 140 tipos de HPV foram identificados
até o presente. Desses, 24 tipos foram associados com lesdes orais (HPV-1, 2, 3, 4, 6, 7, 10,
11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 35, 45, 52, 55, 57, 59, 69, 72 e 73). Sendo o tipo de HPV mais
prevalente, tanto em lesdes orais como em lesdes genitais o HPV 16 e 18 (Bouda et al. 2000).

Através da PCR, pequenos segmentos de DNA sdao amplificados, sendo, portanto,
considerado um método de grande sensibilidade. Pode entdo amplificar genomas de HPV que
resultem em um aumento exponencial e reprodutivel das seqiiéncias de acidos nucléicos
presentes no espécime bioldgico. Sob oOtimas condigdes experimentais, ¢ o método de
deteccdo mais sensivel. Os métodos de amplificagio de DNA devem assegurar qualidade,
pureza e no caso da PCR deve-se evitar contaminagdo. Tecidos fixados e embebidos em
parafina podem também causar problemas por causa do tempo de fixagao ¢ o tipo de fixador
usado pode afetar consideravelmente a qualidade dos acidos nucléicos extraidos. Na selecao
de um método adequado, esses fatores devem sempre ser considerados.

Dois métodos mais amplamente usados e que tém equivaléncia em sensibilidade sdo
captura hibrida ¢ PCR com primers gerais. Este tipo de PCR ¢ potencialmente capaz de
detectar todos os HPVs mucosos. Protocolos genéricos de PCR extensivamente aplicados
fazem uso de um dos pares de primers consenso GP5+/GP6+ e primers degenerados
MY09/1142. A distingdo total de mais de 40 tipos pode ser conseguida por hibridizagdo dot
blot aplicando multiplas sondas tipo-especificas43 ou polimorfismos de comprimentos dos
fragmentos de restricdo (RFLP).
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2.0. MATERIAL E METODOS

2.1. Grupo amostral
O grupo amostral foi constituido de 24 pacientes diagnosticados com carcinoma de
hipofaringe. Os casos foram obtidos do Registro de Cancer de Base Populacional de
Goiania/GO da Associacdo de Combate ao Cancer em Goids. Todos os pacientes
considerados foram diagnosticados como carcinomas de hipofaringe (CID-O: C12.0 a C13.9).
A participagdo foi de carater voluntario e no ato da coleta da amostra, os pacientes foram
submetidos a uma entrevista e preencheram um questionario sobre habitos de vida para

determinar possiveis associagdes entre habitos e os carcinomas da hipofaringe.

2.2. Obtencdo das amostras
As amostras bioldgicas dos tumores foram obtidas na ocasido de realizagdo de bidpsias
ou cirurgias. ApOs a retirada cirurgica, as biopsias foram transportadas em camara fria, em
temperatura média de 10°C, armazenadas sem conservantes e fixadores em criotubos e

acondicionadas a -80°C até o momento do uso.

2.3. Extracéo de DNA
Para a extracdo de DNA, as biopsias foram levadas a temperatura ambiente, onde o
tecido sofreu a¢do de enzimas proteoliticas. Posteriormente, o tecido tratado foi submetido a
extragio do DNA com o kit de purificacgio do DNA gendémico Wizard® (Promega

Corporation, EUA), seguindo-se, todas as instru¢des do fabricante (Anexo 9).

2.4. Reacdo em cadeia da Polimerase
Todas as amostras foram submetidas a uma primeira PCR com os primers genéricos
MY09/11 e GP05/06 para deteccao em amplo espectro do genoma de HPV. Em seguida, fez-
se uma segunda PCR com os mesmos primers, utilizando o produto da PCR anterior. Assim,
as amostras s6 foram consideradas negativas para o HPV apds serem submetidas a duas
PCRs, com posterior repeticdo das reagdes para confirmagdo do resultado. Posteriormente,
utilizou-se a mesma abordagem, com os primers tipo-especifico para HPVs 6, 11, 16, 18, 33,
35, 45 e 58 (Jacob et al., 2002; Hart et al., 2001; Fernandez-Contreras et al., 2000; Smith et

al., 2000; Karlsen et al., 1996; Meyer et al., 1995).
As amostras foram também submetidas a PCR para amplificacdo de fragmentos
gendmicos especificos do gene da B-Globina humana. Para isso, foi utilizado o primer
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D8S135 (GIBCO - Life Technologies). O primer D8S135 ¢ muito usado para controle ¢
comprovagdo de amplificagdo de material humano, principalmente pelo fato de amplificar
fragmentos génicos que se repetem em varias regides cromossomicas (FUZESI et al., 1997).

A seqliéncia dos primers e o tamanho esperado dos fragmentos amplificados
encontram-se na Tabela 4.1 e na Figura 4.2. O protocolo termal completo da PCR encontra-se
no Anexo X.

Tabela 4.1. Seqiiéncias consenso dos primers utilizados na genotipagem e o tamanho
esperado do fragmento amplificado, segundo Karlsen e colaboradores (1996).

Tipos S* Sequéncias 5’ > 3’ Fragmento (pb)

pve LF CAC GIC TGC AAC GAC CAT AG 105
R CCA TGA AAT TCT AGG CAG CA

vl F CGC AGA GAT ATA TGC ATA TGC o0
R AGT TCT AAG CAA CAG GCA CAC

Ve F TCA AAG CCA CTG TGT CCT GA o
R CGT GIT CTT GAT GAT CTG CAA

R COG AGC ACG ACA GGA ACG ACT o
R | TCG TTT TCT TCC TCT GAG TCG CIT

v L F AAC GCC ATG AGA GGA CAC AAG .
R ACA CAT APA CGA ACT GIG GTG
F CCC GAG GCA ACT GAC CTA TA

HPV 35S g GGG GCA CAC TAT TCC ABA TG 230
F ACC AGA TTT GTG CAC AGA AT

HPV 45 g TTT TTT CCA GIG TCT CTC CA 236
F GGA CAT TGC ATG ATT TGT GT

HPV 38 g TTT CIT GIG GAC ACA ATG GT 314
F | GGG AGG CIT TAT AAT TAT TTA GC

D8S135 100
R CTG GGC AAC AGA GTG GGA C
R CGT CCA AGA GGA TAC TGA TC

MY 09 450

MY1l | F GOC CAG GGT CAT AAC AAT GG

GP0s | F | TTT GIT ACT GTG GTA GAT ACT AC

170
GP06 | R |GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C

*S: Sentido - F: Forward (Direto) e R: Reverse (Reverso).

Resumidamente, o mix para amplificagao por PCR foi composto por um volume final
de 25 puLL para cada amostra, contendo 10 uL de DNA amostral, 2ul. de cada primer a uma
concentragdo de 15 pM/uL , 0,2 uL de Taq Polimerase (Promega®, USA) a concentragdo de
5u/pL; 2,5 uL de tampao para PCR 1x contendo 50 mM de KCI, 10 mM Tris-HCl em pH
8,3; 1,5mM MgClI mais 200 uM de cada dNTP. O volume foi completado com 10,3 pL de
agua destilada. O protocolo de amplificagdo utilizado no experimento baseou-se no

procedimento de termociclagem em touchdown (Grafico 4.1), sugerido por da Cruz (1997),
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onde se diminui gradativamente a temperatura de anelamento de forma a ampliar a
concorréncia dos primers com a regido alvo até seu ponto 6timo. Desta forma a agdo da
enzima Taq polimerase ¢ potencializada, aumentando assim a probabilidade de amplificagao
e, consequentemente, a quantidade de material amplificado. O protocolo em touchdown foi

somente utilizado para os primers genéricos.

Ld MY09/11 GP05/06 D8S135 HPV6 HPV11 HPV16 HPV18 HPV33 HPV35 HPV45 HPV58
— —— 1 1 1 1 11 -1 1 C 1 1 [ 1
S
—
600ph cx——
—
—
b —
a— 314p
- z—— b
= 230pb 236pb
— ——— 211p P
——— 195pb ———
170pb 172p
o b
100ph e— ——
100pb — élgp
90pb

Figura 4.2. Diagrama esquematico da posigdo das bandas amplificadas pelos primers descritos na Tabela
4.1. Ld: marcador de tamanho de 100pb (Promega Corporation, EUA). Figura baseada em Silva e
colaboradores, 2003.

Foi utilizado um termociclador Perkin-Elmer GeneAmp® PCR System 9700 Termal
Cycler AB (Applied Biosystems, Applera) onde se submeteu o material & uma desnaturagio
inicial a temperatura de 95°C por um periodo de 5 minutos, seguida por 10 ciclos continuos
de desnaturagcdo a 95°C por 1 minuto, anelamento iniciando a 60°C e baixando 1°C a cada
ciclo até atingir a temperatura de 50°C no ultimo ciclo e extensdo a 72°C por um minuto.
Terminada esta fase, o material foi entdo submetido a mais 30 ciclos continuos de
desnaturacdo a 95°C, por 1 minuto, seguida de anelamento a 51°C por mais 1 minuto e
extensdo a 72°C por mais um minuto. Terminados os 30 ciclos, o material permaneceu por
mais 5 minutos a temperatura de 72°C de forma a favorecer um maior tempo de extensao.
Com a totalidade dos 40 ciclos, as possiveis copias da regido alvo espera-se estarem em

namero de bilhdes (Griffiths et al., 1998).

2.5.Analise dos fragmentos de PCR

O material amplificado por PCR, foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% em solugdo tampao TBE a 2x para a analise dos produtos (Anexo x e
Anexo x). Para a visualizagdo do DNA amplificado, o gel foi corado em banho de solugdo de

brometo de etidio (5pug/mL) por 15 minutos ou por impregnagdo por nitrato de prata (Anexo
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x). As imagens foram capturadas e reveladas pelo sistema de video documentagdo

ImageMasterVDS®™ (Amersham Pharmacia Biotech, EUA) [Anexo x].

25°C

10 ciclos
95°C g9s5°(
5 1
7200
60°C 1
Y1 S
|
s0°C

95°C
1!

30 ciclos
T2o0 F200
1! 5!
50°C
1F

Gréfico 4.1. Protocolo de termociclagem em touchdown, utilizado para amplificagdo dos
fragmentos de genoma de HPV utilizando os primers genéricos.
Fonte: da Cruz (1997)

3.0. RESULTADOS

O grupo amostral foi composto por 22 (91,7 %) homens e 2 (8,3%) mulheres,

diagnosticados com cancer de hipofaringe. A média das idades do grupo foi de 59 anos ¢ 4

meses, sendo a regido mais acometida o seio piriforme, com 21 (87,5%) casos. Um total de 23

(95,8%) casos apresentou a morfologia de carcinoma espinocelular invasivo e 17 (70,8%)

pacientes foram diagnosticados nos estadios avangados III e IV da doenga (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Estatistica

descritiva dos casos participantes da avaliagdo molecular dos carcinomas de

hipofaringe.
Grupo Numero|Média de Idades Topografia Morfologia Estadiamento
n [f(%)| (anos)+ DP Sitio n [f(%) Tipo n [f(%)|Estadio| n |f(%)
Seio Piriforme 19(79,1| CEC 0 0 |I 3112,5
Regido P6s-Cricoidea 0| 0 |CECinvasor|21(87,5|11 4116,6
Mas (22(91,7 594129 ) ) )
Parede posterior da hipofaringe 1]4,2 |SOE 114210 6| 25
Hipofaringe SOE 2183 v 9137,5
Seio Piriforme 14,2 |CEC 0f 0 |I 0] 0
Fem |2/ 8.3 58456 Regido P()S—C.ric()idea? . 14,2 |CECinvasor|2 |83 |II 0| 0
Parede posterior da hipofaring 0| 0 |SOE 0| 0 |II 142
Hipofaringe SOE 0] 0 v 14,2
Total 24 100 59+ 12,4 20 100 20 100 20 100

Em 9 das 24 amostras utilizadas, foi observada amplificagdo com os primers

genéricos, identificando-se o genoma de HPV em 37,5% (6/24) dos casos. Em 67% (6/9) das
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amostras, o genoma viral foi detectado por MY09/11 e em 33% (3/9) pelos primers GP05/06.
As amostras positivas foram entdo submetidas a uma segunda PCR para a genotipagem dos
HPVs, tendo sido observados os tipos 16, 18 e 45. Os tipos virais mais associados ao cancer
da hipofaringe, no presente estudo, foram os HPV 16 e 18, presente em 6 amostras e o
HPV45, encontrado em 1 amostra. Em um paciente foi observada a co-infec¢ao de tipos virais

de HPVs 16 e 18.

4.0. DISCUSSAO

Estudos desenvolvidos desde o inicio da década de 1980 até a atualidade, apesar de
extensos e aprofundados, ainda ndo nos permitem definir com precisao qual o possivel papel
do HPV na carcinogénese de cabeca e pescogo, no entanto, na cérvice uterina, 0 mesmo ja se
encontra bem muito bem estabelecido. Dentre os fatores que geram controvérsias, podemos
destacar o achado freqiiente de variados tipos de HPV em mucosa oral normal, numa
incidéncia que varia de 0% a quase 100% em diversos estudos, com numerosos métodos de
identificagdo, incluindo entre eles um método altamente sensivel, a PCR (Aaltonen et al.,
2002; Scully et al. 1985).

O emprego de métodos de alta sensibilidade ¢ uma condi¢do fundamental para a
realizac¢do de estudos de prospeccao e alta confiabilidade. Nesse contexto, a técnica que retine
o mais elevado padrdo de sensibilidade e especificidade ¢ a Reagdo em Cadeia da Polimerase,
por permitir uma identificagdo e tipificag@o precisas do virus (Aaltonen et al., 2002).

Quanto a populagdo estudada, sugeriu-se que a prevaléncia de infec¢ao € mais alta em
lesdes de pacientes da India e mais baixa nos paises ocidentais (América do Norte e Brasil), o
que influi significativamente nos resultados, além do fato de que quanto maior a amostra
empregada no estudo, mais confidveis serdo os resultados. Um outro aspecto a ser destacado,
¢ a existéncia de outros carcindgenos que atuam sobre o epitélio de revestimento da mucosa
oral, e dentre eles assumem importante destaque o fumo e o alcool, que pela poténcia e
freqiliéncia, t€ém uma ag¢do oncogénica comprovada sobre os epitélios oral, laringeo e faringeo,
o que dificulta ainda mais o estudo sobre a agdo do HPV, pela coexisténcia de dois outros
agentes tdo ou mais importantes do que esse ora estudado (Bosso et al, 2002; Zur Hausen,
1999; Gonsebatt, 1997).

Contudo, diante dos resultados obtidos no presente estudo, fica clara que a
participacdo do HPV na carcinogénese estd associada a uma parte dos carcinomas e que a sua
acdo nesse processo tem caracteristicas sinérgicas, ou seja, possivelmente estd associada a
outros carcindgenos quimicos e fisicos de grande importancia, como o fumo e o alcool.
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Um percentual consideravel de carcinomas de hipofaringe estaria também associado a
acdo das proteinas virais E5, E6 e E7, sem a participacao efetiva de carcindgenos quimicos e
fisicos, como pode se observar em pacientes que desenvolveram céncer de hipofaringe e nao
apresentavam habito de tabagismo ou etilismo cronico (Terai, 2001).

O papel dos HPVs de alto risco na carcinogénese tem se tornado mais evidente a cada
dia. A grande maioria dos trabalhos publicados envolvendo o papel do virus nesse processo,
nos mais diversos paises, em mostrado um indice de positividade minimo de 20%. Além
disso, a imortalizagdo de ceratindcitos orais in vitro por HPVs de alto risco tem sido
comprovada por varios pesquisadores, ratificando a importancia desse virus como um agente
biologico carcinogénico. Nao obstante, o papel das proteinas ES, E6 ¢ E7 dos HPVs de alto
risco tem sido elucidado a cada dia mais, enfatizando a participa¢do do virus no processo
carcinogénico, ao induzirem transformagao celular (Terai, 2001; Villa, 1999).

Apesar do grupo estudado ndo apresentar um grande numero amostral, tais individuos
sdo representativos de grande parte dos pacientes diagnosticados com tumores de hipofaringe
em Goiania, registrados por um periodo superior a cinco anos. No presente estudo,
corroborado por resultados obtidos por Villa e colaboradores (1999), observou-se a infec¢ao
por HPV em células mucosas epiteliais de individuos com diagnodstico de cancer de
hipofaringe em uma freqiiéncia de 37,5% dos casos. Destes, mais de 65% estavam infectados
por tipos de HPVs definidos como de alto risco oncogénico (HPVs 16 e 18) o que vem a
indicar ainda mais a relagdo desses HPVs com o desenvolvimento de carcinomas de cabeca e
pescogo, assim como acontece com 0s canceres cervicais.

Contudo, mesmo diante de tantas pesquisas realizadas, ha muito para ser explorado,
apesar de uma hipotese possivel para a carcinogénese ser a interagdo sinérgica de
carcindgenos quimicos, virais, oncogenes € genes supressores de tumores. Desta forma,
métodos de deteccdo eficazes e medidas preventivas sdo absolutamente imprescindiveis na
batalha contra o virus carcinogénico HPV e a busca de evidéncias cada vez mais fortes da sua
participagcdo na carcinogénese de cabeca e pescoco, tem sido e serd motivo de estudo para

muitos pesquisadores da 4rea na atualidade e no futuro.
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ANEXOS

ANEXO 1. FLUXOGRAMA DE NOTIFICACAO DO REGISTRO DE
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ANEXO 2. DADOS BRUTOS DE IDENTIFICACAO, SOCIODEMOGRAFICOS E CLINICOS DOS 36 PACIENTES QUE FIZERAM

PARTE DO ESTUDO EPIDEMIOLOGICO EM GOIANIA NO PERIODO DE 1998 A 2003

Prontuério | Nascimento Dia&zgstico. Idade [ Dataobito| Saida Situagdo | Tempo em meses | Tab | Et [ Sexo | Cirurgia | Radio [ Quimio
2001100696 | 12/10/1937 | 18/1/2001 62 1/4/2002 | 1/4/2002 O 14 1[0 1 1 1 2
2001103386 3/3/1933 15/1/2002 68 1/11/2004 \Y 33 110 1 1 1 1
2002105660 | 27/2/1977 | 31/5/2002 25 27/7/2004 | V (cura) 26 1 (1 1 1 1 1
2002109008 | 13/5/1931 | 30/10/2002 70 1/11/2004 \Y 24 1 ]2 1 1 2 2
2001111713| 7/4/1946 | 18/12/2001 55 28/3/2003 | 28/3/2003 O 15 111 1 2 1 1
1999104687 | 24/11/1936 | 22/6/1999 62 1/11/2004 \Y 63 11]0 1 2 1 1
2003101593 | 25/12/1952 | 17/2/2003 49 17/7/2004 \Y 17 1 1 1 1 1 1
2000105204 | 26/10/1942 | 8/6/2000 57 29/1/2003 O 31 1 1 1 1 1 2
2000103016 | 17/12/1941 | 14/4/2000 58 31/8/2000 o] 4 110 1 1 1 1
2001107920| 29/8/1936 | 31/8/2001 64 31/10/2003 | 31/10/2003 O 26 111 1 1 1 1
1999108666 | 28/10/1938 | 14/2/2000 60 5/4/2000 O 2 1 1 1 1 1 2
2000110477| 1/6/2026 | 20/11/2000 73 1/11/2004 \Y 47 110 1 1 1 2
2000101539 | 3/4/1962 21/3/2000 37 1/2/2001 | 1/2/2001 O 10 01]O 1 1 1 1
2000101975| 16/9/2025 | 19/4/2000 74 24/12/2000 | 24/12/2000 o] 8 1 [1 1 1 1 2
2000110842| 25/2/2017 | 4/12/2000 83 1/11/2004 \Y 46 0]O0 1 2 2 2
2002101919 | 24/12/1931 | 20/2/2002 69 29/1/2003 | 29/1/2003 O 11 1|2 1 1 1 2
2000111056| 10/8/1934 | 6/12/2000 65 18/4/2001 C 4 1 1 1 1 1 2
2002111289 | 23/10/1958 | 22/11/2002 43 6/4/2004 | V (curd) 16 0]O 1 1 1 2
2001104050| 18/3/1955 | 29/5/2001 46 1/11/2004 \Y 41 110 1 1 1 1
1999101467 | 28/2/1944 | 17/2/1999 54 22/11/2000 C 21 1 1 1 1 2
2000104917 | 15/1/1933 4/7/2000 67 1/11/2004 \Y 51 1 1 1 1 1 2
2003102854 | 20/1/1943 7/4/2003 59 1/11/2004 \Y 19 0 |1 1 1 1 2
2000104767 | 19/9/1957 | 31/5/2000 42 28/6/2000 O 1 1 1 1 1 1 2
1999103100| 7/1/1937 20/4/1999 61 18/6/2003 O 49 110 1 1 1 2
2000108657 | 11/8/1959 | 22/9/2000 41 1/11/2004 \Y 49 1 1 1 1 1 2
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Prontuario [ Nascimento Dia;aét:tico. Idade |Dataobito| Saida | Situacdo | Tempoem meses | Tab | Et | Sexo | Cirurgia | Radio | Quimio
2000107714 20/5/1930 | 24/8/2000 69 24/8/2000 ®) 1 0 0 1 0 2 2
2002106127 | 11/3/1942 | 21/6/2002 59 1/11/2004 \Y 28 1 [0] 2 1 1 2
2000105927 | 22/8/1947 7/5/2000 52 1/9/2002 | 1/9/2002 ®) 27 1 1 1 0 2 2
2000106537 | 9/1/1936 | 20/5/2004 67 1/11/2004 V 5 111 1 1 1 2
2002102151 | 26/6/1936 4/3/2002 65 1/11/2004 \' 31 1 2 1 1 1 1
2000104172| 16/1/1938 | 10/5/2000 61 14/2/2001 o) 9 112 1 1 1 2
2000104111 | 29/9/2029 | 16/5/2000 70 25/5/2000 | V (cura) 1 1 |2 1 1 2 2
1999110086 | 12/3/1959 | 27/1/2000 40 1/11/2004 V 56 1 0 1 1 1 2
1998108533 | 24/6/1938 | 16/10/1998 59 27/9/2000 | 27/9/2000 O] 23 111 1 1 1 2
2001104824 | 22/8/1930 | 26/6/2001 70 1/11/2004 \' 40 1 0 1 1 1 2
2001102826 | 14/8/1939 | 19/3/2001 61 1/11/2004 V 43 1 0| 2 1 2 2
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Continuacao

Prontuario Profissdo Morfologia Topografia T M | N Estadio| Cid |Grau
2001100696 pintor de obras 8071/3 Seio Piriforme 4 1|0 CEC I 12.9 1
2001103386 pedreiro 8070/3 Hipofaringe 3 2b | 0 | CEC 13.9 1
2002105660 garcon 8070/3 Hipofaringe(pared post) CEC 13.2 2
2002109008 tratorista agricola 8070/3 Seio Pirifore 4 3 | 0| CEC IVb 12.9 1
2001111713 lavrador 8070/3 Seio Piriforme 4 3 ] 0| CEC v 12.8
1999104687 lavrador 8070/3 Hipo e Seio Piriforme 3 3 | 0| CEC * 12.9 2
2003101593 lavrador 8070/3 Hipofaringe 13.9 3
2000105204 guarda noturno 8070/3 Hipofaringe 4 3 | 0| CEC v 13.9
2000103016 lavrador 8070/3 Hipofaringe * * * | CEC * 13.9 1
2001107920 lavrador 8070/3 Hipo e Seio Piriforme 4 0| 0| CEC v 12.9
1999108666 carpinteiro 8070/3 Hipofaringe 3 3 | 0| CEC * 13.9 3
2000110477 carroceiro 8071/3 Seio Piriforme 4 2 | 1| CEC IVa 12.9 2
2000101539 servicos gerais 8070/3 Hipofaringe 3 2a | 0 | CEC v 13.8
2000101975 lavrador 8070/3 Hipofaringe 4 1 ]0| CEC * 13.9
2000110842 lavrador 8070/3 Seio Piriforme LE 3 2a | 0 | CEC IVa 12.9 1
2002101919 funcionario publico estadual 8070/3 Hipofaringe 3 2a | 0 | CEC v 13.9 2
2000111056 lavrador 8071/3 Hipofaringe 4 2c | 0 | CEC IVa 12.9 2
2002111289 lavrador 8070/3 Seio Piriforme 4 x | 0| CEC v 12.8 2
2001104050 | mecanico manutencdo de maquinas 8071/3 Seio Piriforme 3 0 | 0| CEC IVa 12.9 2
1999101467 vaqueiro 8070/3 Hipofaringe 3 0 | 0| CEC 1] 13.9 3
2000104917 Funcionario publico 8070/3 Hipofaringe 3 1| 0| CEC [l 13.9 3
2003102854 pedreiro 8070/3 Seio Piriforme 3ou 3| 0| CEC 12.9
2000104767 porteiro e servente 8070/3 Seio Piriforme 3 2 | 0| CEC v 12.9
1999103100 Auxiliar de servicos gerais 8071/3 Hipofaringe 2 210 * * 13.9
2000108657 do lar 8070/3 Seio Piriforme 1 0 | 0| CEC I 12.9 2
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Prontuario Profissdao Morfologia Topografia T M | N Estadio| Cid |Grau
2000107714 lavrador 8070/3 Hipofaringe 3 3 |0 |CEC I 13.9 2
2002106127 do lar 8070/3 Hipofaringe 4 1 ]0|CEC IVa 13.9 2
2000105927 vendedor comércio atacadista 8070/3 Seio Piriforme 4 3 |0 |CEC 12.9
2000106537 cozinheiro 8070/3 Seio Piriforme n/d n/d |n/d| CEC Il 12.9 2
2002102151 marceneiro 8070/3 Hipofaringe 3 0 | 0CEC i 13.9 3
2000104172 motorista em geral 8070/3 Hipofaringe * * * * *

2000104111 comerciante 8070/3 Hiporaringe 3 2a | 0 | CEC * 12.x
1999110086 vigia 8070/3 Hipofaringe 1 3 |0 |CEC 13.9 2
1998108533 motorista de caminhao 8071/3 Hipofaringe 3 1|0 |CEQ * 13.9 1
2001104824 lavrador 8070/3 Hiporafinge * * * | CEC 12.9 3
2001102826 do lar 8071/3 Hipo pés-Cricoide 3 0 | 0| CEC I 13.9
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ANEXO 3. TESTE LOGRANK
(Baseado nos trabalhos de Silva et al, 2003)

1. Introducéo

O teste logrank foi desenvolvido por N. Mantel, em 1966, e se tornou um dos testes
mais utilizados em andlise de sobrevivéncia. O logrank é muito Util na comparacdo de duas
curvas de sobrevida, particularmente, quando arazdo das funcdes de risco dos grupos a serem
comparados € aproximadamente constante, ou sgja, as populacdes tém as propriedades de
risco proporcionais. A estatistica deste teste € dada pela diferenca entre o nimero observado
de falhas (6bitos, por exemplo) em cada grupo e uma quantidade que, para muitos propositos,
pode ser vista como 0 correspondente nimero esperado de falhas sob a hipotese nula
(Colosimo, 2001).

2. O teste logrank

O teste logrank é capaz de comparar duas curvas de sobrevida, através das fungoes,
como por exemplo, do primeiro grupo, Si(t), e do segundo grupo, Sy(t). A questdo a ser
respondida pelo teste é a seguinte: Os dois grupos apresentam sobrevidas similares? Ou sgja,
Si(t) éigua a Sy(t) paratodo t? Desta forma, surgem duas hipéteses estatisticas. (1) Ho: S, =
S, e (2 Ha: S # S, Para a solugdo de tal questdo, € necess&rio escolher o nivel de
significancia o (que, geralmente, é igual a 0,05) e calcular o valor exato de P. Se P < a,
rejeita-se Hy e conclui-se que os dois grupos tém uma distribuicdo diferente de sobrevidas
(lachine, 2001).

Assim, de maneira mais detalhada, comparar as razdes de incidéncia para um evento
entre dois grupos expostos, quando as incidéncias variam dentro do periodo de
acompanhamento (T), usa-se 0 seguinte procedimento:

(1) Subdividir T em intervalos k de tempos menores, quando a incidéncia &
homogenia, dentro destes interval os de tempos menores.

(2) Construir uma tabela de contingéncia 2 x 2, correspondente a cada intervalo de
tempo, tal como se segue:

Tabela I. Relagdo entre presenca ou auséncia do evento e exposi ¢ao.

Evento
Exposi¢ao + - Total
+ a b, ni;
- Cy d, Ni,
Total a;+C; b, + d, N;
Tabela 1. Relac8o de 6hitos e sobreviventes paras os grupos 1 e 2.
Grupo
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Estado 1 2 Total
Obitos dl d2 d= dl + d2
Sobreviventes S S, S=5+S,
Total Ni=di+ S No=dr + S, N

Onde:

d; e d,: corresponde ao nimero de Obitos (falha) nos grupos 1 e 2, respectivamente;

S1 e S;: nimero de sobreviventes para 0s grupos 1 e 2, respectivamente,

d: Somatdrio dos 6bitos do primeiro e segundo grupos,

S: Somatorio de sobreviventes do primeiro e segundo grupos;

N;: NUmero de expostos do primeiro grupo, obtido pela soma entre 0s niUmeros de
Obitos e sobreviventes deste grupo;

N2: Numero de expostos do segundo grupo, obtido pela soma entre os nimeros de
obitos e sobreviventes deste grupo;

N: Numero total de individuos que participam do estudo.

(3) Assim, o teste logrank é aplicado na tabela 2 x 2 definida no item anterior. De
maneira que o teste estatistico € realizado como se segue:

XZLR: O - E|—0,5)2
V

k
O= 2 aj (NUmero de 6hitos)

E:iEi = k (ai + bi)(ai + ci)

Ni (NUmero esperado de 6bitos)
i=1 i=1

k
v=Xv=X (ai + bi)(CiN*i‘Z?li\l)i(T I)Ci) (bi + di) (Variancia)

Assim, aHo segue uma distribui¢cdo de Qui-quadrado com um grau de liberdade.

(4) Para um teste com dois grupos, com nivel de significancia o, se y%r > Y11
entdo, Ho deve ser rejeitada Se %k < %11, ENtAD, aceita-se Ho. Lembrando que Ho € a
hipétese de nulidade ou nula e, quando € aceita, significa que ndo existe diferenca estatistica

entre as curvas de sobrevida dos dois grupos analisados. Ao contrario, H, € a hipotese
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aternativa, que é aceita quando se regjeita a Hy, neste caso, ha diferenca estatistica entre os
grupos.

(5) O valor exato de p para este teste é dado por: Vaor dep = Pr(x% > y%.r).

(6) Este teste deve ser usado somentese V > 5.

As regifes onde se aceita ou rejeita o teste logrank e o calculo do valor exato de p,
estdo descritas na Figura 1 (Rosner, 1995).

22p=(|0-E[-05)2 22,=(l0-E[-0,5)

o v o v
'S S 'S s
& Distribuicdo %2, 2 o2 & Distribuicéo x2,
g XirR7X 110 | F
T Regido de rejeigéo T

xRS le,l-a

Regido de aceitagéo

0 Vaor| O 2 Valor
2T XLR
A X110 B

Figura 1. Distribuicdo de y? associando fregiiéncias e valores do y2. (A) Regides de
aceitacdo e rejeicdo para o teste logrank. (B) Calculo do valor exato de p para o teste

3. Exemplos de teste logrank
Para ilustrar a aplicagdo do teste logrank, faremos uso de dois exemplos reais,
retirados do capitulo 3 desta dissertagéo.
Exemplo I. Comparar as curvas ou funcdes de sobrevida de dois grupos de pacientes com
cancer dalaringe discriminados pelo uso do tabagismo como habito de vida (Tabelalll).
Grupos: (1) Ndo-tabagistas (2) Tabagistas
Hipoteses estatisticas: Ho: Si(t) = Sy(t) e Ha: Si(t) = Si(t) e o = 0,05

Tabela I11. Dados epidemiol 6gicos de dois grupos, segundo habito do tabagismo, onde N
€ 0 numero de sobreviventes e d o nimero de 6hitos.

I:r’:)‘;;’ Ny | N [ N [ dy | o | d |E=(Nd)N| di-E1 | V

05 | 25| 120 | 145 | 2 | 16 | 18 3103 | -1,103 | 2,265
1 | 23|10 |123] 0 | 12 | 12 2244 | 2,244 | 1,660
> |22 e 15| 4 | 11 | 15 3,143 0,857 | 2,150
3 |17 | 71 |88 | 2 | 3 5 0,966 1034 | 0,743
4 |13 | 67 |80 | 0 | 2 2 0325 | 0325 | 0,269
5 | 13|64 | 77| 0 0 0 0,000 0,000 | 0,000
>5 | 10| 51 | 6L ] 0| 4 4 0656 | -0,656 | 0,521

Total 8 | 48 | 56 10437 | -2437 | 7,608
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Desta forma, com os nimeros de sobreviventes N e o nimero de obitos d, para cada
grupo, em cada periodo do seguimento, calcula-se 0 niumero esperado de mortos para o
primeiro grupo (E;). Em seguida, calcula-se a diferenca entre o nimero de Obitos observados
e esperados para o primeiro grupo (d; — Ej), e, finalmente, determina-se a variancia para cada
intervalo de tempo. As formulas para os célculos estdo descritas no item 3 do topico anterior.
Com o total resultante do somatério de todos os valores de (d; — E;) eV, encontra-se o valor

do logrank. Neste caso em particular, tem-se:

¥’Lr = 0,493; Grau de liberdade = 1 e p = 0,483

Antes da interpretacdo de tal resultado, € importante lembrar que o grau de liberdade
(gl) para o teste logrank, sera sempre igual a um, pois, como o teste se propde a comparar
duas curvas de sobrevida, e sendo n o nimero de curvas comparadas, logo, n = 2. Assim, 0
grau de liberdade, queédadoporgl=n-1,serg, gl=2-1=1.

Como o valor do y% s = 3,841 (gl = 1 e Intervalo de Confianca = 0,95), e o valor de
x’Lr = 0,493, tem-se a seguinte proporgao: x°ir < %11« (0,493 < 3,841). Destaforma, o valor
exato de p = 0,483, isso faz com que Hy sgja aceita, ou sgja, conclui-se que ndo ha diferenca

estatistica significante entre as curvas de sobrevida comparadas.

Exemplo 11. Comparar as curvas ou fungdes de sobrevida de dois grupos de pacientes com
cancer dalaringe discriminados por estadiamento (TabelalV).

Grupos: (1) Estadiol ell  (2) Estadio 1l eV

Hipoteses estatisticas: Ho: Si(t) = Sy(t) e Ha: Si(t) = Sy(t) e o = 0,05

Tabela 1V. Dados epidemioldgicos de dois grupos, segundo estadiamento, onde N € o
ndmero de sobreviventes e d o nimero de 6hitos.

I:r’:)‘;;’ Ny [N [ N [ dy | o | d |E=(Nd)N| dh-E1 | V

05 | 49| 75 |124] 2 | 10 | 12 4742 | 2742 | 2612
1 |46 | 6L |107] 1 | 10 | 1 4729 | 3,729 | 2442
> |4 | 48 | 2| 5 | 10 | 15 7174 | 2,174 | 3,167
3 |37 |3 | 7] 0| 2 2 0987 | 0,987 | 0493
4 |3 | 3 | 0] 1] 1 2 1,000 0,000 | 0,493
5 | 34|33 |67] 0] 0 0 0,000 0,000 | 0,000
>5 | 28| 26 | 54| 0 | 2 2 1037 | -1,037 | 0,4%

Total 9 | 35 | 44 19,669 | -10,669 | 9,696
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Redlizando 0 mesmo procedimento do exemplo anterior, tém-se 0s seguintes

resultados para o teste logrank:

x’.r = 10,664; Grau deliberdade = 1 e p = 0,001

Como o valor do y% g5 = 3,841 (gl = 1 e Intervalo de Confianca = 0,95), e o valor de
v’Lr = 10,664, tem-se a seguinte proporcdo: y2r > y’11.. (10,664 > 3,841). Desta forma, 0
valor exato de p = 0,001, isso faz com que Hy sgja rejeitada, ou sgja, conclui-se que as curvas

de sobrevida comparadas tém uma diferenca estati sticamente significante.
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ANEXO 4. CALCULO DAS SOBREVIDAS RELATIVAS PELO
METODO DA TABUA DE VIDA ATUARIAL

Tabela I. Célculo da sobrevida relativa geral para o cancer de hipofaringe, em
Goiania no periodo de 1998 a 2003.

(Trﬁ 22; Lx Dx Ux Wx Lx' gx' px' S(x)
0al2 36 8 1 2 345 | 023 | 0,77 | 0,77
13a24 25 3 1 4 225 | 013 | 0,87 | 0,67
25a36 17 3 0 4 15 0,20 | 0,80 | 0,53
37 a48 10 0 0 5 7,5 0,00 | 1,00 | 0,53
49a60 5 1 0 3 35 029 | 0,71 | 0,38
maisde60 1 0 0 1 0,5 0,00 | 1,00 | 0,38
Total Sobrevida (%) 38,04

Tabela 11. Céculo da sobrevida relativa dos individuos do sexo masculino

para o cancer de hipofaringe, em Goiania no periodo de 1998 a 2003.

(-Ir_ﬁ rensgg) Lx Dx Ux | Wx | Lx' gx' px' S(x)
0al2 34 8 1 2 325 [ 025]| 0,75 | 0,75
13a24 23 3 1 4 205 [ 015 ]| 085 | 0,64
25a36 15 3 0 3 135 | 0,22 | 0,78 | 0,50
37a48 9 0 0 4 7 0,00 | 1,00 | 0,50
49 a60 5 1 0 2 4 025 | 0,75 | 0,38
maisde60 2 0 0 1 15 | 000 | 1,00 | 0,38
Total Sobrevida (%0) 38,04

Tabela 111. Célculo da sobrevida relativa dos individuos do sexo feminino

para o cancer de hipofaringe, em Goiania no periodo de 1998 a 2003.

(-:_ﬁ (r-:-nsgs(,)) Lx Dx Ux | Wx | Lx gx’ px* S(X)
0al2 2 0 0 0 2 0,00 | 1,00 | 1,00
13a24 2 0 0 0 2 0,00 | 1,00 | 1,00
25a36 2 0 0 1 15 | 000]| 1,00 | 1,00
37 a48 1 0 0 1 05 |[000| 100 100
49a60
mais de 60
Total Sobrevida (%) 100,00
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Tabela IV. Célculo da sobrevida relativa dos individuos que apresentam o
tabagismo como hébito de vida, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no

periodo de 1998 a 2003.
(Tne] 225; Lx Dx Ux | Wx | Lx gx’ px’ S(X)
0al2 35 15 3 5 31 | 048 | 052 | 0,52
13a24 12 2 0 3 105 [ 0,19 | 0,81 | 042
25a36 7 2 0 1 65 | 031 | 069 | 0,29
37a48 4 0 0 2 3 0,00 | 1,00 | 0,29
49a60 2 0 0 0 2 0,00 | 1,00 | 0,29
maisde60 2 0 0 2 1 0,00 | 1,00 | 0,29
Total Sobrevida (%) 28,93

Tabela V. Célculo da sobrevida relativa dos individuos que ndo apresentam o
tabagismo como habito de vida, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no

periodo de 1998 a 2003.
(Tﬁ (r-:-nsgs(,)) Lx Dx Ux | Wx | LX gx’ px* S(x)
0al2 5 1 0 2 4 025 | 0,75 | 0,75
13a24 2 0 0 0 2 0,00 | 1,00 | 0,75
25a36 2 0 0 1 15 | 000|100 | 075
37a48 1 0 0 1 05 | 000 | 100 | 0,75
49a60

mais de 60

Total Sobrevida (%) 75,00

Tabela VI. Célculo da sobrevida relativa dos individuos que apresentam o
etilismo como habito de vida, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no

periodo de 1998 a 2003.
(Trﬁ Lnsgg) Lx Dx Ux | Wx | LX gx’ px* S(X)
0al2 35 15 3 5 31 048 | 052 | 0,52
13a24 12 1 0 3 105 | 0,10 | 0,90 | 0,47
25a36 8 2 0 1 75 [ 027 ] 073 | 0,34
37 a48 5 0 0 2 4 0,00 | 1,00 | 0,34
49 a 60 3 0 0 1 25 [ 000 | 100 | 0,34
maisde60 2 0 0 2 1 0,00 | 1,00 | 0,34
Total Sobrevida (%) 34,24
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Tabela VII. Caculo da sobrevida relativa dos individuos que néo apresentam
o etilismo como héabito de vida, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no
periodo de 1998 a 2003.

(Tn? g;s; Lx Dx Ux | Wx | Lx' gx' px' S(x)
0al2 5 1 0 2 4 025 | 0,75 | 0,75
13a24 2 1 0 0 2 0,50 | 0,50 | 0,38
25a36 1 0 0 1 05 | 000 100 | 0,38
37 a48
49 a60
mais de 60
Total Sobrevida (%) 37,50

Tabela VIII. Clculo da sobrevida relativa dos individuos que sofreram

cirurgia, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no periodo de 1998 a 2003.
(Tn? g;s; Lx Dx Ux Wx | Lx' gx' px' S(X)
0al2 30 11 1 5 27 041 | 059 | 0,59
13a24 13 2 0 2 12 0,17 | 0,83 | 0,49
25a36 9 1 0 1 85 | 012 | 088 | 0,44
37a48 7 1 0 0 7 0,14 | 0,86 | 0,37
49 a60 6 0 0 1 55 | 000 1,00 | 0,37
maisde60 5 0 0 5 25 [ 000 | 100 | 0,37
Total Sobrevida (%) 37,35

Tabela VI11. Céculo da sobrevida relativa dos individuos que ndo sofreram
cirurgia, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no periodo de 1998 a 2003.

(Trﬁ 22; Lx Dx Ux | Wx | Lx' gx' px' S(x)
0al2 26 8 2 6 22 0,36 | 0,64 | 0,64
13a24 10 5 0 0 10 0,50 | 0,50 | 0,32
25a36 5 1 0 1 45 | 022 | 0,78 | 0,25
37a48 3 0 0 2 2 0,00 | 1,00 | 0,25
49a60 1 0 0 0 1 0,00 | 1,00 | 0,25
maisde60] 1 1 0 0 1 1,00 | 0,00 | 0,00
Total Sobrevida (%) 24,74
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Tabela VIII. Céalculo da sobrevida relativa dos individuos que sofreram
quimioterapia, para o cancer de hipofaringe, em Goiénia no periodo de 1998 a

2003.
(Tn? g;s; Lx Dx Ux Wx Lx' gx' px' S(x)
0al2 13 2 0 4 11 0,18 | 0,82 | 0,82
13a24 7 0 0 1 6,5 | 0,00 | 1,00 | 0,82
25a36 6 1 0 1 55 1018 | 0,82 | 0,67
37 a48 4 1 0 1 35 [ 029 | 0,71 | 048
49 a60 2 0 0 1 15 | 000 | 1,00 | 048
maisde60] 1 0 0 1 05 | 000 100 | 048
Total Sobrevida (%) 47,82

Tabela IX. Célculo da sobrevida relativa dos individuos que ndo sofreram
quimioterapia, para o cancer de hipofaringe, em Goiéania no periodo de 1998 a

2003.
(-Ir-ﬁ Lnsgg) Lx Dx Ux | Wx | Lx' gx' px* S(X)
0al2 43 17 3 6 385 | 0,44 | 056 | 0,56
13a24 17 7 0 2 16 044 | 056 | 031
25a36 8 1 0 1 75 |1 013 | 087 | 0,27
37 a48 6 0 0 1 55 | 000 | 100 | 0,27
49a60 5 0 0 0 5 0,00 | 1,00 | 0,27
maisde60] 5 1 0 4 3 0,33 | 0,67 | 0,18
Total Sobrevida (%) 18,15

Tabela X. Cdélculo da sobrevida relativa dos individuos que sofreram
radioterapia, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no periodo de 1998 a

2003.
(Trﬁ 2;5;)) Lx Dx Ux Wx Lx' gx' px' S(x)
0al2 34 8 1 9 29 028 | 0,72 | 0,72
13a24 16 2 0 2 15 0,13 | 0,87 | 0,63
25a36 12 1 0 1 115 | 0,09 | 091 | 057
37a48 10 1 0 2 9 0,11 | 0,89 | 051
49 a60 7 0 0 1 65 | 000 | 1,00 | 051

maisde60] 6 1 0 5 35 |1 029 0,71 | 0,36
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\ Total

Sobrevida (%)

| 36,38 |

Tabela X. Célculo da sobrevida relativa dos individuos que ndo sofreram
radioterapia, para o cancer de hipofaringe, em Goiania no periodo de 1998 a

2003.
(Trﬁ :ensgso) Lx Dx Ux Wx | Lx' gx' px’ S(x)
0al2 22 11 2 1 205 | 054 | 046 | 0,46
13a24 8 5 0 1 75 | 067] 033 ] 015
25a36 2 1 0 1 15 | 067 | 033 | 0,05
37a48
49 a60

mais de 60

Total Sobrevida (%) 05,15
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ANEXO 5. APLICACAO DO TESTE LOGRANK PARA COMPARACAO DAS

Tabela 1. Comparagdo das sobrevidas entre o grupo (1) sexo masculino

SOBREVIDAS

€ 0 grupo (2) sexo feminino.

Tempo |\ In2| N | dl| d2 | d |e1=N1d/N| di-el | v
(meses)

0al2 |43 |13| 56 | 5| 18 | 23 | 4,600 | 0,400 | 3215
13a24 |16 | 7 | 24 | 1| 13 | 14 | 2,897 |-1,897 | 2,090
25a36 | 9 | 5| 14| 3| 16 | 19 | 4137 | -1,137 | 2,763
37a48 | 9 | 1| 10| 1| 6 | 7 | 1578 |-0578| 1,150
49260 | 6 | 1| 7 | 0| 2 | 2 | 0457 |-0457] 0,348
maisde60 5 | 1| 6 | 0| 0 | O | 0,000 | 0,000 | 0,000
Total 11| 58 | 69 | 14551 | -3,551 | 9,245

2/L.r=0,845; gl = 1; p = 0,403

Tabela I1. Comparacdo das sobrevidas entre o grupo (1) tabagistase o
grupo (2) de ndo tabagistas.

TEMPOINL N2 | N | dl| d2 | d le1=N1d/N| di-el | v
(meses)

0al2 [35| 5 | 40 | 2 | 16 | 18 | 3,03 |-1,103 2,265
13a24( 12| 2 | 14 | 0 | 12 | 12 | 2,244 | -2,44 | 1,660
25236 7 | 2| O | 4| 11 |15 3143 | 0,857 | 2,150
37a48| 4 | 1|5 | 2| 3 | 5| 0966 | 1,034 | 0,743
49260 2 | 0] 2 | 0 2 | 0325 |-0,325] 0,269
mais de

%l L1 o] 2]0] oo/ 000 | 0000000
Total 8 | 48 | 56 | 10437 | 2,437 | 4506

Dissertacdo de Mestrado em Biologia/Biologia Celular e Molecular

2/Lr = 0,4438; gl = 1; p = 0,4694

106

Cesar Augusto Sam Tiago Vilanova Costa



Anexos

Tabela I11. Comparacéo das sobrevidas entre o grupo (1) etilistas e o

grupo (2) de ndo etilistas.

TemPO | 1| N2 | N |di| d2 | d fel=N1d/N| di-el | v
(meses)

0al2 |35| 5 | 40| 2 | 16 | 18| 5000 | -3,000 | 3,182
13a24 12| 2 | 14 | 3 | 9 | 12| 3738 |-0,738 | 2,340
25a36| 8 | 1| 9 | 6| 9 | 15| 5048 | 0952 | 2,894
37a48| 5 |0 | 5 | 5] 0 | 5 | 1,287 |-0,.287] 0843
49a60| 3| 0| 3 |3| 0 | 3| 0625 |-0625] 0,00
maégde 2|02 |1 0 1] 0006 |-0006]| 0000
Total 12 | 43 | 55 | 17,075 | 5,075 | 0,843

ZLr=2,986;gl=1; p=0,1348
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ANEXO 7. QUESTIONARIO APLICADO AOS INDIVIDUOS QUE FIZERAM
PARTE DO ESTUDO INTERNACIONAL DO IARC

Introducéo
As perguntas, a seguir, fazem parte de um questionario mais amplo, aplicado pelo

RCBP/IARC na coleta dos dados juntos aos participantes que fizeram parte deste estudo

internacional.
EsTuDO INTERNACIONAL MULTICENTRICO SOBRE DOENCAS
DA BOCA, LARINGE E ESOFAGO
NUMero de identifiCagao: ..........cooerereiererereee e [ e
Pais C N°Pessoa

S 5SS L]

Pais Centro (C)

(08) Brasil (5) Goiania

NuUmero da pessoa = numero consecutivo, para cada centro.
Al  Estado: (1) Caso (2) CONLIOIE ........ccooieiicicece e ||

Numero do registro médico ou prontuario:

A2 Iniciais (SODren0mMEe-NOME) ......ccooiiiiiiiiiie e |
N T o [0 o] | = 1 I (O TS |
A4 DEPArtAMENTO ....cveivieiieie et a e ae s |
(1) Clinica médica (2) Cirurgia (3) Gin./Obst. (4) Ortopedia
(5) Otorrinol. (6) Dermatologia  (7) Oftalmologia  (8) Odontologia

(9) Radioterapia (10) Oncologia (11) Ambulatério

(12) Outro:
A5  Diagnostico principal da baixa hospitalar ..............cccceveviiiviiniinnnnenn, [
(em caso de pacientes ambulatoriais apenas com suspeita de cancer = 8888) CID-10
A6  Data da admissdo hospitalar (ou consulta) ...................... L
I T
dia més ano
A7 ENLreviStador (CL) ..ottt ||
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INFORMAGCOES PRELIMINARES

Bom dia Sr(a). ...
Meu nome é ...

Nos estamos realizando um estudo para saber se certos habitos das pessoas estdo
relacionados com algumas doencas. Vou lhe fazer algumas perguntas e anotar as
respostas nesse questionario. Tudo que for dito é confidencial. Se o(a) Sr(a). ndo
entender qualquer uma das questdes, peca para eu lhe explicar. Além deste questionério,
vamos passar uma escova de dentes na sua boca para coletar células e retirar uma
amostra de sangue (alguém do laboratério fara a coleta do sangue). Podemos comecar?

Serda que o Sr(a). poderia assinar essa folha de consentimento?

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu concordo em participar do estudo sobre doengas da boca, laringe, eséfago ou
outras doencas, respondendo a um questionario e permitindo que seja coletada uma

amostra de sangue e um escovado da boca.

Data: |__|__|-|__|__ |- | |||
dia més ano Assinatura

INFORMACOES GERAIS

Bl Data da ENTIEVISTA ....cvveeeeeeee e eeee e e e eeeean O I O O
dia més ano

B2 INICIO da ENLFEVISTA .....cveevvee e L]
hora  min

B3  Sexo: (1) Masculino (2) FEMININO ......cccoiiiiiiiieec e ||
B4  Qual é asuaidade (anos COMPIELOS)? ......ccveeerverieiiesieie e |

B5  Data de NasCimento .........ccocvvveeeiieienienene s, I
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B6

B7

B8

B9
B10

B11l
B12

dia més ano

Qual a cidade onde o(a) Sr(a). mora (CL)? ......ccccoevvevviceneeie e ]

Héa quanto tempo o(a) Sr(a). moranestacidade? ..........cccoovevvveevecceceecieee, L[]
(se menos de um ano, codifique como 00)

Se 0(a) Sr(a). esta vivendo ha menos de 1 ano nessa cidade,

onde 0 Sr(@) Morava anteS? (CL) ....cccveeeveerieeeeseerieeee e see e seeneeas [

Em que cidade 0(a) Sr(a). Nasceu? (CL) ....cceveeveeveeneeie e sieeeieeens L]

O(a) Sr(a). frequentou escola? (1) SIM (2) N8O .....ccoveeeeienieneeeee e ||

(SE “NAO”, VA PARA C1)

Qual o ultimo ano (série) completo que o(a) Sr(a). terminou naescola? ........ L ||
Até que grau 0(a) Sr(a) estudou? (CL) _ gral .ecceeeeceeeveeeeeseese e eee e [ |

HABITOS DO FumMo

Cl

O(a@) Sr(a). fumaou jafumou em média 1 cigarro ou charuto ou cachimbo,
diariamente pelo MENOS POr 1 @N07 ......ccuvieeiieie et ||
SE PAROU NOS ULTIMOS 12 MESES, A RESPOSTA E (1) SIM, AINDA FUMA.

(1) sim, aindafuma (2) nuncafumou (3) somente no passado

(SE “NuNcA”, VA PARA C5)

Por favor, descreva os periodos de sua vida em gque o(a) Sr(a). fumou cigarro, charuto

ou cachimbo, as quantidades que fumou e outros detalhes sobre o fumo. Por favor, tente

lembrar as mudancas mais importantes quanto a quantidade e tipo de cada cigarro. Ignore

mudancas gue ocorreram por periodos curtos (menos de 1 ano).

C2

C3

C4

C5

O(a) Sr(a). fumaou jafumou cigarro? (SE “NAO”, VA PARA C3)

(@) Cigarro|__| (1) Sim (2) N&o - ldadedeinicio| | | Idadequeparou| | |
O(a@) Sr(a). fumaou jafumou charuto? (SE “NAO”, VA PARA C4)

(a) Charuto|_| (1) Sim (2) N&o - ldadedeinicio| | | Idadequeparou| | |
O(a) Sr(a). fumaou jafumou cachimbo? (SE “NAO”, VA PARA C5)

(a) Cachimbo | _| (1) Sim (2) N&o - Idade deinicio| | | Idadequeparou| | |
O(a) Sr(a). fumaou ja fumou maconha (marijuana), pelo menos umavez por semana e

pelo menos por 6 meses? (SE “NAO”, VA PARA C6)
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() Maconha| | (1) Sim (2) Ndo - Idadedeinicio| | | Idadequeparou| | |

AS QUESTOES C6-C9 SAO PARA NAO FUMANTES

C6 O(a) Sr(a). esteve casado(a), ou vivendo junto, com uma(um) fumante? ............ L]
(1) sim (2) Néo (SE “NAO”, VA PARA C8)

C7 Descreva o habito do fumo de sua(seu) esposa(o):
Suaidadequando  Suaidadequando  N° de horas/dia N° de horas que
aesposa(o) iniciou aesposa(o) parou  que estavaexposto  fumavaem sua

presenca
Semana  Fina

C8 O(a) Sr(a). trabalhou em um lugar fechado onde as pessoas fumassem?

(1) sim (2) Néo (SE“NAO”, VA PARAD1)

C9 Descreva os periodos durante os quais o(a) Sr(a). trabalhou com fumantes:
Suaidade Suaidade N° de horas/dia Nivel de
deinicio de término que estavaexposto  fumaga*
||| ||| ||| |||
|| ||| | |||
| || | ||
*(1) muita (2) pouca (3) ndo lembra

HABITOS DE BEBIDA

E1  O(a) Sr(a). jabebeu bebidas de alcool pelo menos 1 vez por més? ..................... L

SE PAROU NOS ULTIMOS 12 MESES, A RESPOSTA E (1) SIM, AINDA BEBE.

(1) sim, ainda bebe (2) nunca bebeu (3) somente no passado
(SE “NUNCA”, VA PARA ET7)

E2  Quando éque 0(a) Sr(a). bebe (DEDIA)? ......cccereeieieerer e ||
(1) nasrefeicdes (2) entre asrefeicbes (3) ambos

Descreva os periodos de sua vida durante os quais o(@) Sr(a). tomou bebidas

alcodlicas. Por favor, tente resumir as mudangas mais importantes em sua vida em relacéo a
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quantidade e tipo de bebida. Ignore quaisquer mudangas ocorridas durante outros periodos de
tempo (menos de 1 ano), ou bebidas consumidas ocasional mente.

Entrevistadores: evitem sobrepor os anos de consumo de uma mesma bebida. Por exemplo,
escreva 30-40 e 41-45, e ndo 30-40 e 40-45. Perguntar separadamente sobre cada bebida.

Unidade (a) Por (b)
(1) Copo pequeno — 50mL (1) Dia
(2) Copo médio — 100 mL (2) Semana
(3) Copo grande —250 mL (3) Més
(4) %2 0u pequena garrafa — 330 mL
(5) Garrafa —700-750 mL
(6) Garrafa -11
E3  Cervga |dade de |dade que Unidade Quantas Por
inicio parou @ consome (b)
||| || || ||| ||
||| || |_| || |_|
| || || || ||
E4  Vinho ldadede |dade que Unidade Quantas Por
inicio parou @ consome (b)
||| || || ||| ||
||| | |_| || |_|
| | || || ||
E5  Aperitivo |dade de |dade que Unidade Quantas Por
(Cachaga) inicio parou @ consome (b)
||| || |_| || |_|
||| || || ||| ||
| | || || ||
E6 Licores |dade de |dade que Unidade Quantas Por
inicio parou @ consome (b)

E7 O(a) Sr(a). tomava ou toma chimarréo habitualmente? ..........cccccceeveevieeccieecieee, ||
SE PAROU NOS ULTIMOS 12 MESES, A RESPOSTA E (1) SIM, AINDA TOMA.
(1) sim, aindatoma

(2) nuncatomou (3) somente no passado

(SE “NUNCA”, VA PARA F1)
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Descreva os periodos de sua vida durante os quais o(a) Sr(a). consumia mate. Por
favor, tente resumir as mudancas mais importantes em sua vida em relagdo a quantidade.
Ignore quai squer mudancas ocorridas durante curtos periodos de tempo (menos de 1 ano).
Entrevistadores. evitem sobrepor os anos. Por exemplo, escreva 30-40 e 41-45, e ndo 30-40 e
40-45.

E8 |dade de |dade que Quantidade de agua por dia
inicio parou (litros, mililitros)
|| - I I Y

- - I

E9 A quetemperaturao(a) Sr(a). costumaou costumavatomar o mate? .................. ||
(2) frio (2 morno  (3) quente  (4) muito quente

HABITOS DE SEXUAIS

F1 O(a) Sr(a). jaesteve casado(a) ou vivendo junto com alguém? ..........cccceeeeneen. ||
(1) Sm (2) Néo (SE “NAO”, VA PARAFT7)

F2 O(a) Sr(a). ainda € casado(a) ou vive como se fosse casado(@)? .......cceeveveverveenen. ||
(1) Sm (2) Separado(a) ou divorciado(a) (3) Viuvo(a)

F3 Quantas vezes 0(a) Sr(a). ja esteve casado(a) ou vivendo como casado(@)? ... |||

F4 Quantos anos o(a) Sr(a). tinha pela primeira vez que casou ou viveu como

(072152 o (o) RS L
F5  Atégueano sua(eu) ultima(o) esposa(o) freqlientou aescola? ................... L]
F6 Qual foi o trabalho mais longo da(0) sua(eu) esposa(0)? .......cccceeeereereerennee L]
Especificar:

F7 No total, quantos filhos 0(a) Sr(@). tEVE? ....c.ecceeveereeeeeee e L]
F8 No total, quantas(os) parceiros(as) sexuais o(a) Sr(a). jateve?
(FEQUIBIES € CASUAIS) ....veveeueeueeneeeesiestesieste e e sn e sne b bt ene s eenesnesne s L L]
FO  SedifiCil rESPONAEN ......coieeeeeee s ||
(1) 2-5 (2 6-10 (3) 11-20 (4) 21-50 (5) 51-100  (6) + de 100
PERGUNTAR F10 E F11 SO PARA OS HOMENS
F10 Destas parceiras, quantas eram mulheres de programa? .........c.ccoceeeeeeeenne. L]
F11  SedifiCil FESPONAEN ......cooeeeeeee e ||
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()25 (2)6-10 (3)11-20 (4 21-50  (5)51-100  (6) + de 100

PERGUNTAR PARA TODOS

F12 O(a) Sr(a). jafez sexo colocando sua boca nos genitais da(o) parceira(0)? ......... ||
(1) Sm (2) Néo

T @0 1 4 o (U1 (=0 0= 3o = S ||
(1) ocasionamente (2) freglientemente (3) quase sempre

HISTORIA DE DOENCAS

Gl O(a) Sr(a). jAteve verrugas NAPEIE? ......ccvceveeeeeeeerese e ||
(1) Sm (2) Néo (3) N&o sei
(SE “NAO”, VA PARA G6)

SE ARESPOSTAFOR “SIM”, ONDE? (1) Sim (2) N&o

[ /= o LSRR L |

L T = SRS L]

G4 CabECAE PESCOCO ...c.veeviiiecieeie ettt et te et te e e e s te et e s esre et e eseesseensesaeesrneneennens ||

G5  Outros lugares? Especifique: . L

G6  O(a) Sr(a). jateve sapinho (Monilia, Candida albicans)? ........ccccccceveeveeieeneennns ||
(1) Sm (2) Néo (3) N&o sei

(SE “NAO”, VA PARA G10)

SE ARESPOSTAFOR “SIM”, ONDE? (1) Sim (2) N&o

G7  Genital (NBSPAIMTES) ....cceeeeireeieeieseereeee e se e e e e teete e e sseeaeeseesreeneesneens ||

(C 1 T = o o SRS ||

G9  Outros lugares? Especifique: . L

G10 O(a) Sr(a). jateve lesdes de cobreiro (NErPeS)? .....cccecveeereeieeseeseeseseeseeee s ||
(1) Sm (2) Néo (3) N&o sei

(SE “NAO”, VA PARA G14)

SE ARESPOSTAFOR “SIM”, ONDE? (1) Sim (2) N&o

(3 R oo ISR L]
G12 Genital (NBSPAMES) ....cceeeeceeiiecee et eee st ee s e et eaesreesreeaeeneesreennesneens ||
G13 Outros lugares? Especifique: .. L
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G14 O(a) Sr(a). jateve dguma doenca venérea (sexua mente transmissivel)? ............ ||
(1) Sim (2) Néo (3) Néo &
(SE “NAO”, VA PARA G19)

SE ARESPOSTAFOR “SIM”, ONDE? (1) Sim (2) N&o (9) n&o sai

G115 SIfIlIS-CANCIO ...ttt sttt s L]
G16  GONOITE@-COMIMENTO ...eeveeeieseeesieeieeteesteeeesseesseeseeeseesseesesseesseesesseesseesessesssennees ||
G17  CONAIlOMAVEITUGAS .....coveiueeitieieeiesieeste et ste et e e e steeaesreessesseesreenreenne e |
G18  HIV-AIDS ...ttt en st ss s sanneas L]

O(a) Sr(a). jateve aguma problema com a voz (rouquiddo, por exemplo) que tenha feito o(a)
Sr(@) Procurar 0 MEAICO? .......ciueeiieeeeceese e cee e e e rre e e re e sreesreeeesaeesseenneas |
(2) Sim (2) Néo

SE ARESPOSTAFOR “SIM”, QUAIS?

(SE “NAO”, VA PARA H1)

G19 Laringe aguda ODStrUtiVA (CIUPE) ....cveeueeieeeiecieecteeie ettt ||
G20 LaAINGE CrONICA .....cveveeestesieeieeeee ettt sbe st e e s e e s be s se e s e s e nnesresnennenneas ||
G21 Polipo decordavocal ou de laringe ........cooceereeerereieneneneese e ||
G22 NOAUIO de COrdaVOCal .........cocueiiiieiieiiee et sne e ||
G23 Edemaou esten0Se de larinNge .......ccoveieieeiieeie ettt s [ ]
G24  Abscesso ou granuloma de COrdas VOCEIS ........cceeeeeereerierienieniesieseeeeseesee e sneneens ||
G25 Abscesso ou retrofaringe Ou Parafaringe ........cceoveeerereenereseeieeseesee e sseseeneas [ |
G26 Outres? especifiquee . ||

HISTORIA DE CANCER NA FAMILIA

Eu agora vou perguntar sobre seus familiares de 1° grau e esposa(o) ou companheira(o).

H1  Quantosirmaos 0(a) Sr(@). LEVE? .....ceceieee e L]
H2  Quantasirmas 0(a) Sr(Q). tEVE? .......coeeie et L]
H3  Quantasfilhas 0(a) Sr(a). tEVE? ..o L]
H4  Quantosfilnos 0(a) Sr(a). tEVE? ..o s L[]
H5  Quantas(os) companheiras(0os) 0(a) Sr(a). teVE? ......cccccvevevceeveerie e L ||

Vamos falar sobre sua méae/pai/irmé/irmaolfilhalfilho/esposa(o) ou companheira(o).
H6  Ela(e) aindavive?
Se sim, quantos anos ela(e) tem? Se n&o, quantos anos ela(e) tinha quando faleceu?
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H7  Ela(e) teve algum tumor maligno?
Sesim, qual? Com que idade ela(e) estava?

Estainformacéo é coletada em uma tabela que associatipo de familiar e doenca.
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ANEXO 8. PROTOCOLO DE COLETAE COLORACAO PARA ENSAIO DE
MICRONUCLEOS EM CELULAS ESFOLIADAS DA MUCOSA BUCAL

1. Grupo amostral

1.1. Grupo de casos: pacientes diagnosticados com carcinoma da laringe sem tratamento
prévio.

1.2. Grupo controle: individuos livres de qualquer tipo de doenca neoplésica.

2. Amostra: células esfoliadas da mucoso oral.

3. Preparo dos Materiais e Solucdes
3.1. Laminas para esfregaco

Foram utilizadas |&minas de vidro para microscopia (26 X 76 mm com precisao
dimensional de + 0,95 a 1,15 mm, da BioGlass®), previamente limpas e desengorduradas com

gaze embebida em éter ou dcool liquido comercial.

3.2. Preparo da Solucéo de Acido Cloridrico (HCI) a 10%

A solucéo de HCI deve ser preparada para uso imediato, evitando armazenamento.

Para o preparo de HCl a 10% ou titulo 1:10 (volume suficiente para 10 laminas),
proceder da seguinte maneira:

1. Depositar cerca de 100mL H,O4 em recipiente com capacidade para 200mL de

solucéo;

2. Adicionar lentamente 20mL HCI a &gua para diminuir a evaporacao;

3. Acrescentar novamente H,Oy g.s.p. 200mL de solucéo;

4. Dividir os 200mL da solugcdo em dois recipientes nos quais as laminas serdo

mergulhadas.

3.3. Preparo da Fucsina Basica
Para o preparo da fucsina béasica deve-se proceder da seguinte maneira:
1. Aquecer um recipiente contendo 200mL de H,Oq4 até afervura;
2. Retirar o recipiente do aguecimento e acrescentar lentamente 1,0g de fucsing;
3. Aquecer novamente a solucdo até atingir a ebulicao;
4. Cessar 0 aguecimento e homogeneizar a solugéo com bast&o de vidro;
5. Filtrar asolucéo em papel defiltro;
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6. E, finamente, armazenar a solucéo em frasco ambar ou ao abrigo da luz, uma vez
gue afucsina béasica é fotossensivel.
A fucsina recém preparada dever ser mantida em repouso pelo menos overnight (12 a

16h) antes do uso.

3.4. Preparo do Reagente fast green

1. Pesar 0,259 de fast green em balanca apropriada;

2. Depositar o fast green em recipiente com capacidade para 500mL de solucao;

3. Adicionando etanol a 95% g.s.p. 500mL de solucéo;

4. Homogeneizar bem e armazenar a solucéo.

A solucdo pode ser armazenada por tempo indeterminado. O fast green deve ser
usado, no minimo, uma semana apos seu preparo, pois, antes disso, a eficiéncia da coloragdo é
reduzida.

4. Procedimento Técnico
4.1. Coleta do material: escovado

O individuo, doador da amostra, deve ser instruido a enxaguar a boca com agua, com o
intuito de eliminar 0 excesso de bactérias e restos de alimentos, que podem dificultar a
coloracdo e posterior redlizacdo da técnica de micronlcleo. Caso tenha dentadura, é
necessario remové-la. Apos higienizagdo, o técnico devidamente paramentado, com o auxilio
de um abaixador de lingua, deve coletar as células da mucosa bucal, utilizando uma escova de
cerdas macias.

Deve-se redlizar cercade 5 a 10 escovadas leves em cada um dos seguintes locais: (1)
mucosa do lado direito da boca, de cima para baixo; (2) mucosa do lado esquerdo da boca, de
cima para baixo; (3) lado direito da lingua; (4) lado dorsal da lingua; (5) lado esquerdo da

lingua; e, finalmente, (6) lado interno dos |&bios superior e inferior.

4.2. Confeccéo da lamina
Preparar 0 esfregaco imediatamente ap0s o escovado. As células coletadas, presas nas
cerdas da escova, devem ser espal hadas, com movimentos circulares, na superficie de uma
l&mina para microscopia previamente preparada (Item 3.1) e identificada com o nome do

paciente e 0 nimero de estudo. Em seguida, deixar a lamina secar a temperatura ambiente
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(TA) e, finalmente, fixar o0 material, mergulhando-se a lamina em acool a 90%, por 15

minutos.

4.3. Hidrolise acida do material
Manter um dos recipientes com solucéo de HCl a 10% (Item 3.2) a TA e manter o
segundo recipiente em banho-maria a 60°C. Proceder da seguinte forma:
1. Mergulhar as laminas fixadas no primeiro recipiente com solucéo de HCl a 10%, a
TA, por 2 minutos,
2. Mergulhar as aminas no segundo recipiente com solucéo de HCI a 10%, em banho-
maria a 60°C, por 6 minutos;
3. E, finalmente, mergulhar novamente no primeiro recipiente, aTA, por 2 minutos.
4. Neste momento deve-se mergulhar as laminas, cerca de 10 vezes, em agua destilada
gelada, para paraisar a hidrolise.

4.4. Coloracdo com Fucsina Bésica
Mergulhar as |&minas em solucdo de fucsina basica (Item 3.3), por 15 minutos, ao
abrigo daluz. E, posteriormente, enxaguar levemente em agua corrente pararetirar 0 excesso

de corante.

4.5. Coloragao com Reagente Fast Green

Mergulhar as |&minas em solucdo de fast green (Item 3.4) por 10 segundos. Enxagué
las em acool a 70%, também com o intuito de retirar o excesso de corante.

Para laminas com depositos: depois de coloradas, passar as laminas por uma bateria
de etanol a 95%, por 1 minuto; butanol, por 1 minuto; butanol/xileno (1:1), por 1 minuto; e,
finalmente, deixar no xileno até a montagem com o bésamo do Canada.

4.6. Montagem da lamina
Cobrir o esfregago com laminula para microscopia (24 x 60 mm da Galvani®),
fixando-a com bdsamo do Canad& Assim, as laminas estardo prontas para serem observadas

em microscopia optica.
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ANEXO 9. PROTOCOLO DE EXTRACAO EAPURIFICA(;AO DE DNA
ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE DNA GENOMICO DE TECIDO FRESCO

1. Amostras: bidpsias de pacientes com carcinoma da laringe, armazenadas a—20°C.

2. Fundamentacdo teorica:

Apesar do DNA de dupla fita ser bastante estavel e resistente a condi¢des adversas,
biomol écula é fisicamente fragil e vulneravel, mesmo a forcas leves, como por exemplo
as originadas durante a pipetagem, devido ao seu tamanho. Neste contexto, existe uma
dificuldade em se obter moléculas de DNA maiores do que 150kb. Porém, é mais prético e
fécil obter fragmentos de DNA com cerca de 50 a 100 kb.

A extracdo de DNA inclui basicamente os seguintes procedimentos. (1) lise das
células (citdlise) e (2) purificacdo do DNA, separando-o de macromoléculas contaminantes,
tais como proteinas e RNAS, por digestdo enzimatica e/ou processos fisico-quimicos (Farah,
2000).

O loca do laboratério e o materia utilizado para a extracdo do DNA devem ser
separados dagqueles dedicados ao manuseio de DNA clonado em plasmideos ou outros tipos
de vetores. 1sso porque a contaminagdo do DNA gendmico durante 0 processo de extragéo,
por esse tipo de DNA, poderd causar sérios problemas em experimentos futuros. E uma

possivel fonte de contaminacéo é o uso comum de centrifugas (Passaglia & Zaha, 2001).

3. Kit utilizado: Kit de purificacdo de DNA genémico Wizard® (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit - Promega Corporation, EUA).

4. Armazenamento
As amostras foram encaminhadas ao laboratério (NPR) pela equipe do RCBP, em
tubos ependorff, com a bidpsia fresca. Imediatamente, as amostras foram identificadas e

armazenadas a— 20°C em freezer.
5. Maceracéo

As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, antes de serem submetidas a

extracdo e purificacdo do DNA pelo kit Wizard®.
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6. Protocolo do fabricante
6.1. Preparo do tecido
Adicionar 10-20 mg de tecido fresco em 600ul de solucéo de lise nuclear (Nuclei lysis

solution) gelada. Incubou a 65°C por 30 minutos.

6.2. Lise e precipitacdo protéica
1. Adicionar 3ul de solucéo de RNase (RNase solution) na solugéo lisada e misturar.
Incubar a 37°C por 30 minutos. Resfriar atemperatura ambiente.
2. Adicionar 200ul de solucdo de precipitacdo protéica (Protein precipitation solution).
Levar ao vortex e resfriar em gelo por 5 minutos.

3. Centrifugar a 14.000 rpm por 4 minutos.

6.3. Precipitacdo e reidratacdo do DNA

4. Transferir 0 sobrenadante para um tubo ependorff fresco contendo 600ul de
isopropanol atemperatura ambiente.

5. Misturar gentilmente por inversao.

6. Centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto.

7. Remover o sobrenadante e adicionar 600ul de etanol a 70% a temperatura ambiente e
misturar.

8. Centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto.

9. Aspirar o etanol e secar 0 pellet ao ar por 15 minutos.

10. Reidratar o DNA em 100ul de solucdo de reidratacdo de DNA (DNA rehydration

solution) por 1h a 65°C ou overnight a4°C.

7. Conclusao

O kit Wizard® se mostrou eficaz para a extracdo e purificacdo de DNA de material

proveniente de bidpsias congel adas.

Dissertacdo de Mestrado em Biologia/Biologia Celular e Molecular Cesar Augusto Sam Tiago Vilanova Costa



Anexos 122

ANEXO 10. AMPLIFICACAO DE DNA POR PCR

1. Introducéo

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) foi descrita por
Kary Mullis no final dos anos 80 (fato que Ihe rendeu o Premio Nobel de Quimica dez anos
mais tarde), como um poderoso método de amplificagdo enzimatica de uma sequéncia
especifica de DNA, objetivando a producdo de milhGes de copias desta seqiiéncia in vitro
(Farah, 2000).

A PCR é basicamente um método que possibilita a amplificagdo in vitro de seqiéncias
de DNA, usando-se para isso dois primers (Forward e Reverse) que hibridizam com as fitas
opostas, flanqueando o seguimento alvo. Em suma, na prética, o que se faz € adicionar em um
tubo de ensaio uma pequena quantidade de DNA gendmico, quatro nucleotideos que
compdem a cadeia de DNA (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), fons Mg®, a enzima DNA-
polimerase, 0s oligonucleotideos iniciadores (primers) necessarios para a agao da polimerase
e a solugdo tampdo, que fornecera as condigdes de pH e salinidade para o processamento de
fragmentos de DNA. O tubo de ensaio € submetido a uma temperatura inicial, geralmente, de
94°C por 5 minutos, para provocar a desnaturacdo fisica das moléculas de DNA, através da
ruptura das pontes de hidrogénio que mantém as fitas complementares unidas. Em seguida, a
temperatura é rebaixada para cerca de 30 a 60°C por 30 segundos, quando ocorre o
anelamento dos primers, flanqueando a regido do DNA de interesse, que serd4 amplificada.
Finamente, a temperatura € aumentada para 72°C por 1 minuto, que corresponde a
temperatura na qual a atividade da Tag-polimerase € méxima, que, entdo, sintetiza uma nova
fita de DNA A repeticdo dos passos de desnaturacdo, anelamento e sintese, por 30 ciclos é
suficiente para a obtencéo de milhares de fragmentos do DNA alvo (Farah, 2000).

Porém, dois eventos fundamentais foram necessarios para a realizagéo da replicacéo in
vitro com sucesso e eficiéncia. O primeiro, foi a descoberta da Tag-DNA-polimerase, ou
apenas Tag-polimerase, uma enzima capaz de se manter estavel em altas temperaturas (94°C),
proveniente de uma bactéria que vive em fontes naturais de aguas quentes, chamada
Thermofilus aquaticus. O segundo, foi a construcdo do termociclador, ou sga um
equipamento capaz de variar ciclicamente a temperatura por tempos determinados.

Desta forma, a PCR veio revolucionar a genética molecular, pois possibilitou uma
nova estratégia de andlise de genes por um método simples e rgpido de amplificacdo de
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sequéncias, abrindo enormes perspectivas para varias areas, como por exemplo, o diagnéstico
de doencas genéticas e a deteccdo de agentes infecciosos (Farah, 2000).

Assim, atécnica de PCR gerou um grande avanco no desenvolvimento do diagnéstico
de doencas infecciosas, provocadas por virus, bactérias, fungos e protozo&rios. Com a
introducéo da PCR nesta area, houve uma melhora significativa tanto em termos de rapidez e
sensibilidade, quanto na especificidade dos exames. O papiloma virus humano (HPV) é um
dos virus, dentre varios outros, que tem sido detectado com o auxilio da PCR (Passaglia &

Zaha, 2001).

2. Reagentes utilizados na reacéo de PCR
1. Tampado com dNTP
2. Tag-DNA-Polimerase
3. AguaMili-Q
4. fonsMg*

3. Protocolo de PCR
As quantidades dos reagentes, utilizadas para a realizagéo da PCR, podem ser vistas na
Tabelal.

Tabela I. Protocolo da quantidade de reagentes utilizados para
realizacéo da PCR.

ConcNentra(; ConcNentrag Volume~ Volume
Reagentes ao ao por reacdo| _. - (ul)
Inicial Final (uL) K
Tampao com Multiplica-
dNTP 10x 1 27 se cada
Primers 15 pmoles | 15 pmoles 1,0 volume por
Tag-polimerase | 50U/mL | 2,5U/mL 0,3 reacéo
DNA N/A* | 50-100ng | 5,0 Selo ntimero
e reagOes +
H20dd N/A N/A 16 “I
Total 25 N/A*

*N/A: Néo aplicavel

O protocolo de termociclagem utilizado na otimizacdo da PCR consiste de uma
estratégia de touchdown. E um procedimento utilizado com o intuito de aumentar a
estringéncia da reagdo, ou seja, a competitividade pela regido alvo, diminuindo, assim, as

amplificagdes inespecificas. O protocolo de touchdown consiste na utilizacdo de uma
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temperaturainicial de anelamento do primer, maior que a recomendada pelo fabricante (cerca
de 10°C acima), com gradual diminuicdo de 1°C por ciclo. Todo o protocolo de

termociclagem pode ser visto na Tabelalll.

Tabela I1. Protocolo otimizado de termociclagem, incluindo a abordagem
de touchdown, para amplificacdo de genomas de HPV pela metodologia de

PCR.

Estagios Temperatura | Tempo | No. de Ciclos
Desnaturacéo Inicial 94°C 5min 1
Desnaturacso Ciclica 94°C 1 min
Anelamento (Touchdown) (58-49)-48°C | 50s |(1ciclo/temp) 20
Extensdo Ciclica 72°C 50s
Extensdo Final 72°C 5min 1
Repouso 4°C 0 N/A

4. Produtos de PCR

Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese. O DNA foi submetido a
um campo elétrico constante de 8V/cm em gel de poliacrilamida 6% em TBE1x. Para a
visualizacdo das bandas amplificadas, o gel foi corado em banho de solucdo de brometo de

etidio (5ug/mL). Asimagens foram capturadas por um sistema de video documentacéo.
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ANEXO 11. GEL DE POLIACRILAMIDA PARA ELETROFORESE

1. Introducéo

Com a influéncia de uma diferenca de potencia elétrico, &omos, moléculas e
particulas providas de cargas, em solucdo aquosa, sdo capazes de migrar na direcdo do
eletrodo de carga oposta. Essa migracdo, em meio de viscosidade definida, acontecera em
diferentes velocidades, umavez gue as molécul as apresentam cargas € massas variaveis.

A mobilidade eletroforética, definida pela velocidade de migracdo por unidade de
campo elétrico, € um parametro caracteristico da molécula em um determinado meio de
eletroforese. Este parametro € influenciado pela quantidade de cargas e o tamanho da
mol écula.

Assim, a eletroforese € um método conhecido ha muitos anos, mas era utilizada,
principalmente, para separar RNA e proteina. Apos a década de 70, a el etrof orese passou a ser
utilizada para a separac@o de DNA, pois tais mol éculas apresentam cargas negativas, devido a
presenca do grupamento fosfato em sua estrutura. Desta forma, quando submetido a um
campo elétrico, em pH neutro, as moléculas de DNA migram do p6lo negativo (catodo) para o
polo positivo (anodo). Sob agdo de um campo elétrico, se 0 DNA estainserido em uma matriz
gue apresenta determinada resisténcia a migragdo, as moléculas pequenas alcancardo maiores
distancias que as grandes, gerando uma migragédo diferencial dos fragmentos (Farah, 2000).

A matriz de resisténcia pode ser constituida de agarose, que possuem poros que
permitem a separacdo de fragmentos que variam de 200pb a 50kb, e de poliacrilamida, que
permitem a separacéo de fragmentos muito pequenos até de 1000pb.

A forca idnica, concentragdo total de ions, do tampdo deve ser baixa, 0 minimo para
garantir um pH constante, reduzindo-se, destaforma, as correntes iénicas que fluem pelo gel e

a dissipacao térmica excessiva.

2. Protocolo de eletroforese

No caso particular desta dissertacdo, todos os géis usados para separar os fragmentos
de DNA, amplificados por PCR, foram de poliacrilamida a 6%. Para a realizagdo da
eletroforese, submeteram-se os géis a uma voltagem constante de 8V/cm, por um tempo
meédio de 1:30h. Em cada canaleta foram aplicados cerca de 15 uL de amostra com 3 uL de

corante de corrida. Ap0s a corrida, o gel foi corado em banho de brometo de etidio (5ug/mL)
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por um periodo de 15 a 20 minutos. E, finalmente, os fragmentos eram revelados com o

sistema de video documentacdo (VDS® da Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

3. Protocolo do gel de poliacrilamida

A acrilamida é um mondmero neurotdxico potente com acdo cumulativa. Por isso,

para trabalhar com acrilamida é necessario utilizar todos procedimentos de seguranca. O

protocol o utilizado na pratica desta dissertacéo esta na tabela a seguir:

Tabela 1.
poliacrilamida a 6%.

Protocolo de preparacdo do ge de

Volume (mL)
Reagentes Tgel (10mL) | 2 géis (25mL)
Acrilamida 40%* 1,5 3,75
H20 5,9 14,75
TBE 10x (pH 8,0) 2,0 5,0
APS 10% 0,1 0,25
TEMED 0,01 0,025

*Para a confeccdo da acrilamida a 40% acrescenta-se acrilamida e bis-acrilamida em
uma proporcao de 19:1, ou 38g de acrilamida para 2g de bis-acrilamida g.s.p. 100 mL.

4. Solugdes utilizadas

4.1. Tris-Borato de EDTA (TBE 10x)

= Trisbase 108 g

= Acido bérico 559

= EDTAO0,5M (pH 8.0) 40 mL
= H,Odd g.s.p1litro

4.2. Persulfato de Aménia (APS 10%b)

= APS10g
= H,0Odd g.s.p 100 mL

4.3

4.4,
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.EDTA0,5M pH 8,0

EDTA (pm 372,24) 186.12 g
H.Odd g.s.p 1000 mL

Controle o pH com NaOH (20 g de
NaOH)

Corante de Corrida 6x

Azul de Bromofenol 0.25%
Xileno Cianol FF 0.25%
Ficol tipo 4000 15%

EDTA 120 mM
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ANEXO 12 PROTOCOLO PARAA PREPARACAO DE LAMINAS PELO METODO
DE COLORACAO POR FUCSINA E FAST GREEN

1.1 Preparo das laminas e esfregacos

Previamente a coleta de células da mucosa oral, foi solicitado que enxaguassem a boca
com &gua corrente a fim de se eliminar a presenca de possiveis restos de alimentos e reduzir a
concentracdo bacteriana dos esfregagos nas [aminas.

Usando-se as laminas devidamente limpas com &cool 99,5°GL e um abaixador de
lingua umedecido em é&gua, as células da mucosa oral foram raspadas e espahadas sobre as
laminas. O esfregaco foi a temperatura ambiente sendo posteriormente fixados em acool
99,5°GL por 15 minutos.

1.2 Reacéo de PAS (Acido Periodico de Schiff)

Hidrolise acida do DNA:

Realizou-se a hidrdlise a um titulo de 1:10 (10%), usando-se 20mL de &cido cloridrico
(HCI) e 200mL de &gua destilada (H,Od). O volume indicado foi suficiente para 10 |&minas.
A0 se preparar a solucdo, acrescentou-se o0 acido lentamente a fim de diminuir a evaporacéo.
As laminas foram deixadas em solucéo HCI 10% por 2 minutos a temperatura ambiente e em
seguida, por 6 minutos em banho-maria a 60°C, onde se esperou atingir a temperatura
especificada para se colocar as laminas. Finalmente, as |&minas foram levadas de volta a

temperatura ambiente.

Preparo da fucsina basica:
Dissolveu-se 1g de fucsina bésica em 200mL de &gua destilada a 100° C. Filtrou-se a

solucdo em papel-de-filtro e manteve-se ao abrigo da luz.

Coloracéo das laminas:

Mergulharam-se as |aminas em solucdo de fucsina basica por 15 minutos ao abrigo da

luz e logo apds, enxaguou-se levemente com agua pararetirar o excesso de corante.

1.3 Contra-coloragdo com Fast Green
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Preparo do reagente Fast Green:
Colocou-se 0,259 de Fast Green em um frasco, onde se adicionou etanol 95% em uma

quantidade suficiente para 500mL.

Coloracéo pelo reagente Fast Green:
Levou-se as |laminas a solucdo de Fast Green por 10 segundos. Passado o tempo, as

l&minas foram enxaguadas em acool a 70%.

1.4 Lavagem e retirada de depdsitos:

As laminas com depdsitos de corantes, residuos de luvas e outros materiais sofreram,
ap0s a coloracdo, uma bateria de etanol a 95% por 1minuto, butanol por 1minuto,
butanol/xileno (mistura 50:50) por 1 minuto e xileno, deixando-se no xileno até a montagem
com o bésamo do Canada.
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