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O cancer € um dos problemas mais comuns da medicina atual, com cerca de 481.100 novos
casos por ano, atingindo mais de um terco da populacdo mundial. O cancer de cabeca e
pescoco em sua maioria € representado por neoplasias epiteliais do tipo carcinoma de células
escamosas (CEC) que acometem as vias superiores aéro-digestivas. A grande maioria dos
casos € representada por tumores esporddicos. Estudos tém associado o CEC a alguns
polimorfismos como o Kras-LCS6, que reduz significativamente o tempo de vida em
pacientes com tumores de cabega e pescogo e sugere que esta variante pode alterar o
fenétipo ou a resposta terapéutica da doenga e o polimorfismo associado ao transporte sédio
dependente de vitamina C, SLC23A2-05, que modifica o risco de cancer de cabeca e
pescoco em individuos portadores do HPV16 Humano, HPV positivos tém risco aumentado,
enquanto nos negativos este risco se reduz. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
prevaléncia dos polimorfismos Kras-LCS6 e SLC23A2-05 em uma amostra de pacientes
com carcinoma de células escamosas de cabecga e pescoco, verificando a importancia desses
polimorfismos no acometimento e na gravidade da doenga, através de um estudo de
associacdo. Foi utilizada a técnica de PCR associada a digestdo enzimdtica. Foram avaliados
165 casos e 230 controles para cada polimorfismo. No polimorfismo Kras-LCS6 a
freqiiéncia génica dos alelos T e G encontradas foram de 0,91 e 0,09 na amostra do grupo
caso e 0,90 e 0,10 na amostra controle. Para o polimorfismo SLC23A2-05 a freqiiéncia
génica dos alelos C e G foram de 0,47 e 0,53, respectivamente, tanto no grupo de caso
quanto no grupo controle. Da anélise do teste de regressdo logistica , nenhuma associagao
foi encontrada entre os polimorfismos analisados e o CEC, bem como com o estadiamento

da doenca.
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Abstract




Cancer is one of the most common problems in medicine today, with approximately 481,100
new cases per year, reaching more than a third of the world population. Head and neck
cancer is mostly represented by type of skin cancer squamous cell carcinoma affecting the
upper aero-digestive pathways. The majority of cases is represented by sporadic tumors
Studies have associated some gene polymorphisms with head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) as the Kras-LCS6, which reduces significantly the survival in patients
with head and neck tumors and suggests that this variant may alter the phenotype of the
disease or therapeutic response and polymorphisms associated with sodium-dependent
vitamin C, SLC23A2-05, which modifies the risk of head and neck cancer in individuals
with the Human HPV 16, positive HPV have an increased risk, while in the negative this risk
is reduced. The aim of this study was to evaluate the prevalence of polymorphisms Kras-
LCS6 and SLC23A2-05 in a sample of patients with head and neck squamous cell
carcinomas, verifying the importance of these polymorphisms in the onset and severity of
the disease, through a study of association. We used the PCR method combined with PCR-
RFLP. We evaluated 165 cases and 230 controls for each gene polymorphism. In Kras-
LCS6 Polymorphism found the gene frequency of 0.91 and 0.09 T and G alleles in the
sample of patients and 0.90 and 0.10 in the control sample. For the SLC23A2-05
polymorphism gene frequency of the C and G alleles were 0.47 and 0.53, respectively, both
in the patient group and control group. In logistic regression test analysis, we don’t found
any association between two polymorphisms studied and HNSCC, as well as with the

disease staging.
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1.1  Epidemiologia

O cancer é um dos problemas mais comum da medicina atual e as estatisticas
mostram que atinge mais de um ter¢o da populacdo mundial, causando mais de 20% de
mortes € nos paises desenvolvidos, € responsavel por cerca de 10% do custo total da
assisténcia médica populacional'.

O conceito de cancer como doenga genética € relativamente recente € 0 nome nao é
dado a uma doenca tnica e sim a uma grande variedade de tumores malignos que se
formam a partir de células em crescimento descontrolado, resultando em uma proliferacao
celular que invade tecidos vizinhos e pode causar metéstase'. Por outro lado, um tumor
benigno significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam e se
assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um risco de vida. As causas de
cancer sio variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, estando ambas inter-
relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos hdbitos ou
costumes proprios de um ambiente social e cultural. As causas internas sdo, na maioria das
vezes, geneticamente determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se
defender das agressdoes externas. Esses fatores podem interagir de vérias formas,
aumentando a probabilidade de transformacdes malignas nas células normais”.

Os tumores de cabeca e pescoco tém alta morbidade e mortalidade em todo o
mundo, incluindo o Brasil, onde normalmente o diagndstico € tardio, e por iSso sd30 motivos
de muita preocupacio para a saude mundial’.

A incidéncia da doenca aumenta com a idade, sendo a maioria dos casos
identificados em individuos com cerca de 50 anos, além de ser mais freqiiente em
individuos do sexo masculino do que do sexo feminino, com propor¢iao de 5:2*. Sdo
relatados anualmente em todo o mundo cerca de 481.100 novos casos, sendo dois ter¢os
com ocorréncia em paises em desenvolvimento’.

No Brasil, de acordo o Instituto Nacional do Cancer - INCA, foram registrados
489.270 novos casos de cancer em 2010, sendo 236.240 em homens e 253.030 em
mulheres. Com relagdo ao cancer da cavidade oral a incidéncia no ano de 2010 no estado de
Sao Paulo foi de 15,19 casos para cada 100 mil homens e 4,02 casos para cada 100 mil
mulheres. Para os individuos do sexo masculino, a maior incidéncia observada foi no estado
do Rio de Janeiro com 18,89 casos para cada 100 mil e a menor no estado do Maranhdo

com 1,68 casos para cada 100 mil. J4 para o sexo feminino a maior incidéncia de cancer da
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cavidade oral foi no estado do Rio Grande do Norte com 5,37 em 100 mil e a menor no
estado do Acre com apenas 0,97 casos para cada 100 mil mulheres”.

Em nosso pais a incidéncia deste tipo de cancer € considerada uma das mais altas do
mundo, estando entre os 6 tipos mais comuns que acometem o sexo masculino e entre os 8
mais comuns que acometem o sexo feminino.

No entanto, os dados epidemiolégicos do carcinoma de células escamosas de

cabeca e pescoc¢o ndo sdo totalmente conhecidos no Brasil.
1.2 Aspectos Clinicos

O cancer € considerado uma das maiores causas de morte no mundo e € definido
como uma doenca gendmica, surgindo como conseqiiéncia de alteraces cumulativas no
material genético (DNA) de células normais, as quais sofrem transformagdes até se
tornarem malignas®.

As células humanas normais coexistem em estado harmonico de crescimento e
funcdo e sdo constituidas por trés partes: a membrana celular, que € a parte mais externa; o
citoplasma que é o corpo da célula; e o nicleo, que contém os cromossomos. Os
Cromossomos Sao compostos por genes, que sdo os ‘“‘arquivos” do corpo, guardam e
fornecem instrucdes para a organizacdo das estruturas, formas e atividades celulares no
organismo. Toda a informagdo genética encontra-se inscrita nos genes, numa espécie de
"meméria quimica", o chamado o dcido desoxirribonucleico (DNA). E através do DNA que
0s cromossomos passam as informacdes para o funcionamento celular’.

A neoplasia nada mais é do que um acimulo anormal de células que ocorre devido a
um desequilibrio entre a proliferacdo e o desgaste celular. O desenvolvimento da célula
cancerigena resulta de multiplas etapas e pode envolver dezenas e até centenas de genes,
por meio de mutagdes gé€nicas, quebras e perdas cromossOmicas, amplificacdes génicas,
instabilidade gendmica e mecanismos epigenéticos®.

Os principais grupos de genes envolvidos nesse processo sao 0s proto-oncogenes
que quando ativados se transformam em oncogenes e sdo responsaveis pela malignizacio
das células normais, os genes supressores tumorais € os genes relacionados ao reparo do
DNA, além da expressao alterada de genes que promovem a vascularizacdo e disseminagao

P . ~ c A -1
tumoral através da invasio local ou a distancia'®,

22



A identificacdio dos genes envolvidos no cancer proporciona uma melhor
compreensdo acerca da doenca, além de contribuir para novas formas de diagndstico
precoce, facilitando assim o seu tratamento’.

O cancer de cabega e pescogo usualmente se apresenta como um conjunto de sinais
e sintomas que incluem lesdo de cavidade oral, aumento de volume da regido cervical,
dificuldade de ingestdao de alimentos, rouquiddo, sangramento e dor em alguns casos'!!.

A incidéncia do cancer de cabecga e pescoco aumenta com a idade, a semelhanca do
que ocorre com as demais neoplasias”'?. Acomete individuos com idade superior a 40 anos,
sendo que a maioria dos casos € identificada em individuos com idade maior que 50
anos™'*!*. Acomete mais freqiientemente individuos do sexo masculino do que do sexo
feminino, que guardam entre si uma relagdo de 5:2'"',

O tipo histopatologico mais comum € o carcinoma de células escamosas (CEC),
identificado em cerca de 90-95% dos casos da doengaM. O CEC de cabeca e pescoco €
considerado um problema de saide publica mundial, uma vez que seus dois principais
fatores de risco, o tabaco e o consumo de dlcool, possuem alta prevaléncia. Mais de 400 mil
novos casos sdo anualmente diagnosticados no mundo, ocupando o sexto lugar entre as
neoplasias mais comuns.

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o (CEC) pode se manifestar
em trés dreas do corpo humano: cavidade oral, faringe e laringe. Na cavidade oral, as dreas
mais freqiilentemente acometidas sdo em ordem: lingua, assoalho de boca, gengiva, palato
duro, bochecha, labio e trigono retromolar'>.

Para melhor compreensao temos as dreas com suas respectivas divisdes no quadro 1,

de acordo com Maluf FC(2008)15 .

Quadrol: Areas acometidas pelo carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo.

Cavidade Oral
Orofaringe
Faringe Hipofaringe
Supraglote
Laringe Glote
Subglote
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O CEC também € usualmente classificado de acordo com o grau de diferenciacdo
celular em indiferenciado, pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem
diferenciado'®. O grau de diferenciagdo do tumor é um parimetro para se predizer o
progndstico dos pacientes com CEC". Outro fator com valor progndstico para pacientes
com CEC ¢ o estdgio do sistema TNM (Anexol). O sistema TNM considera a extensdo de
acometimento local do tumor (T), a identificacdo da presenca ou auséncia de metdstases
para linfonodos (N) e metdstases para regides a distancia (M)~ Cinco grupos de pacientes
podem ser identificados por este sistema (estadios O, I, II, III e IV), sendo que as maiores
probabilidades de sobrevivéncia sdo observadas naqueles com doenca localizada e as
menores probabilidades de sobrevivéncia naqueles com a doenca avancada'®"’.

De fato, quando o diagnéstico € feito precocemente, o tratamento cirdrgico radical
ou a radioterapia oferecerem sobrevida de cinco anos para cerca de 60-80% dos

. 18,19
pacientes

. Entretanto, a maioria deles chega aos hospitais de referéncia com a doenca
avancgada, o que torna o progndstico reservado, ou seja, a taxa de sobrevivéncia de cinco
anos livre da doenca no caso do cancer oral é 76% em pacientes de CEC de cabeca e
pescoco nos estagios I e Il e cai para 41% quando existe comprometimento dos linfonodos
cervicais € para 9%, quando ha metastase abaixo da clavicula, mesmo quando

adequadamente tratados”**".

1.3  Aspectos Ambientais

Os aspectos ambientais sdo de grande importancia para a origem da doenca.
Entende-se por ambiente o meio em geral (dgua, terra e ar), o ambiente ocupacional
(industrias quimicas e afins), o ambiente de consumo (alimentos, medicamentos) e o
ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida). Dessa forma, as mudancgas provocadas
no meio ambiente pelo proprio homem, os hébitos e o estilo de vida adotado pelas pessoas,
podem determinar diferentes tipos de cancer”.

E bastante conhecido o fato de que individuos com o habito de fumar ou de ingerir
bebidas alcodlicas t€m maior probabilidade de desenvolver carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescog014’22’23’24.

O tabagismo e o etilismo parecem agir sinergicamente para o aumento do risco de
desenvolvimento ao CEC, podendo ser as principais causas desses tumores. E dificil avaliar
o efeito individual destes agentes na etiologia do CEC de cabega e pescogo, pois 0s

C e . . 2526
individuos fumantes tendem a ser os mesmos a consumir alcool e vice-versa }
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O padrdo da dieta parece contribuir também para a ocorréncia da doenga, sendo o
risco associado ao CEC de cabeca e pesco¢o inversamente proporcional a ingestdo de
vegetais e frutas frescas. Na dieta carente em ferro, especialmente na forma grave e cronica
conhecida como sindrome de Plummer-Vinson hé elevac¢do do risco associado ao CEC de
faringe e area posterior da boca, pois pessoas com deficiéncia de ferro na dieta tendem a ter
uma reducdo da imunidade mediada por célula, sendo o ferro essencial para o
funcionamento normal das células epiteliais do trato digestivo superiorzo. Além disso, o alto
consumo de carnes cozidas a elevadas temperaturas pode levar a producdo dos HPAs
(hidrocarboneto policiclico aromatico), sendo assim, fatores de risco ao CEC de cabeca e
pescogo' 7.

O envelhecimento também traz mudancas nas células, que aumentam a sua
suscetibilidade a transformac¢@o maligna. Isso, somado ao fato das células de pessoas idosas
terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para cancer, explica em
parte o porqué de o cancer ser mais freqiiente nesses individuos. Os fatores de risco
ambientais de cancer sdo denominados cancerigenos ou carcindgenos. Esses fatores atuam
alterando a estrutura genética (DNA) das células’.

O surgimento do cancer depende da intensidade e durac@o da exposi¢do das células
aos agentes cancerigenos. Por exemplo, o risco de uma pessoa desenvolver cancer de
pulmao € diretamente proporcional ao nimero de cigarros fumados por dia e ao nimero de

2
anos que ela vem fumando”.

1.4  Aspectos Genéticos

O cancer de cabeca e pesco¢o, em sua maioria, € representado por neoplasias
epiteliais do tipo carcinoma de células escamosas (CEC) que acometem as vias superiores
aéro-digestivas, identificado em cerca de 95% dos casos”®. Trata-se de uma das doencas
neopldsicas mais freqiientes no Brasil. O comportamento desses tumores merece destaque,
pois € bastante agressivo, apresentando metdstase cervical precocezg.

Aproximadamente 5% a 10% dos canceres parecem seguir um padrao de heranca
hereditdria, devido a diferencas individuais geradas por polimorfismos génicos
relacionados a mecanismos da carcinogénese, porém na grande maioria dos casos sao
esporadicos, ou seja, tumores adquiridos.

Como mencionado anteriormente o cancer de cabeca e pescoco € determinado

tanto por fatores ambientais quanto por fatores genéticos. Os principais fatores de risco
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reconhecidos sdo o dlcool e o fumo, que sdo metabolizados de forma varidvel por genes
polimérficos como o do sistema do citocromo P450 CYPIAI e do sistema da glutationa
S-trasnferase, GSTMI e GSTTI*. Seguidos pelo Papiloma virus humano (HPV),
predisposicdo genética, hdbito alimentar com grande ingestdo de gorduras e pouca
ingestdo de frutas e vegetais que contém vitaminas A, C e beta carotenos, que sdo
sugestivamente consideradas protetores em relacio ao desenvolvimento de

L3132
neoplaslas3 3

, trauma cronico, ingestdo de mate e exposi¢do ocupacional, entre
outros™*. Alguns estudos ja encontram relacdo entre cincer de cabega e pescogo e
determinadas ocupacdes como agricultor, acougueiro, pedreiro, condutor de veiculos a
motor, pescador, entre outros, além de exposicdes a certas substancias quimicas como o
formaldeido, dioxinas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)35 .

A alta incidéncia da doenca e o indice de sobrevida global de cinco anos para
65% dos pacientes com CEC de cabeca e pescoco nos estagios iniciais (I e II) e de menos
de 30% para aqueles com tumores de estigios mais avancados (III e IV)'® justificam a
busca de maior conhecimento sobre a sua etiologia e fisiopatologia em diferentes grupos
étnicos.

O principal agravante deste tipo de tumor € o fato de ele ser oligossintomédtico no
inicio, seja devido ao padrdo de inervacdo sensitiva ou devido a superficie irregular da
mucosa, em especial as tonsilas palatinas, onde um pequeno carcinoma pode ficar oculto
ao exame clinico, ou ainda pelo padrdo de inspe¢do do paciente que pode nem sempre
estar atento aos sinais dados pelo organismo3 g

Os canceres de cabeca e pescoco sdao tumores de tecido mole que surgem
predominantemente nas superficies mucosas dos ldbios, cavidade oral, faringe, laringe e
esofago cervical'’. As queixas mais freqiientes por parte dos pacientes sdo a dor no local, a
otalgia, a disfagia, o trismo e o aumento do volume dos linfonédos cervicais®®.

Sabe-se que mutacdes em oncogenes, como o ciclina DI, em genes supressores
tumorais, como o TP16 e o P53 e a instabilidade de micro-satélites apresentam ligacdo com
a ocorréncia de canceres de cabeca e pescogozg.

Além disso, podemos associar também alguns polimorfismos de base tnica (SNPs)
em genes diversos como, por exemplo, os genes codificadores de enzimas envolvidas na
detoxificagdo de carcindgenos como as glutationas S-transferases (GS7s) e na ativagao dos
mesmos, como o sistema dos citocromos (CYPs), que parecem influenciar neste
mecanismo®’. O gene XRCC1, que € um gene de reparo de DNA™. O fator de crescimento

7z

endotelial vascular (VEGF) que € responsavel pela angiogénese, processo pelo qual os
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novos vasos sanguineos se desenvolvem a partir do endotélio preexistente”, que
desempenha um dos fatores mais importantes e criticos na angiogénese, pois ele se liga
especificamente a dois receptores VEGF transmembrana tirosina quinases sobre células
endoteliais e da inicio a um sinal de tradugdo intracelular que controla a angiogénese e
permeabilidade vascular®. Sendo assim, o VEGF forma 0s novos vasos sanguineos que
irrigam o tumor, fornecendo nutrientes e oxigénio e promovendo assim o crescimento e
invasdo das outras células*’. O gene VEGF esté localizado na regido cromossomica 6p21.3
e tem 8 éxons*’. Outro polimorfismo importante é o FGFR4 Arg388, pois estd ligado aos
fatores de crescimento do fibroblasto™.

Temos também, a proteina [-catenina que se encontra geralmente na célula normal,
sendo um dos componentes do complexo de proteinas na membrana plasmatica e €
responsavel pela juncdo entre as células. Além disso, também estd presente no citoplasma,
mediante acdo do sistema de sinalizacio celular, onde € responsdvel pela transcri¢do dos
genes no nucleo. Pesquisas mostraram a relacdo desta proteina na carcinogénese,
principalmente quando ela estd associada a adesdo celular, pois a [-catenina pode se
degradar e reduzir sua expressdo na membrana, o que indica a invasdo e metdstase no
CECH45.

Para finalizar, temos outros dois polimorfismos, o Kras-LCS6 e o SLC23A2-05, que

sdo temas desta dissertacao.
1.4.1 Polimorfismo Kras-LCS6

O polimorfismo Kras-LCS6, localizado no gene Kras2 (v-Ki-ras2 Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), estd associado a uma significativa redu¢do no tempo de
vida de pacientes com tumores de cabeca e pescoco e a presenca desta variante sugere uma
possivel alteracdo do fenétipo ou resposta terapéutica desta doenga46.

Segundo Chang et al.”’, foram identificadas duas isoformas do gene Kras, o Krasl e
Kras2. O oncogene Kras2 foi amplificado em varias linhagens de células tumorais™®.
McGrath et al.*’, clonaram os genes Krasl e Kras2 e verificaram que o gene Krasl é um
pseudogene, onde diversas seqiiéncias foram deletadas. No gene Kras 2, devido ao splicing
alternativo, verifica-se a existéncia de duas variantes, isoformas A e B, que diferem entre si

na regiao C-terminal™.
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O gene Kras2 se localiza no cromossomo 12, mais especificamente em 12p12.1°"!

(Figura 1) e o pseudogene Krasl se localiza no cromossomo 6, 6pl2-pl1 e seu simbolo

oficial foi mudado para KRAS1 P

12q12
129132
12q14.3
12q23.1

fut | —
™ Lt |
e —
L (=8
(gt | Tl
el —

12q21.31
12q24.12
12024 23

Figural: Localizacdo do gene Kras2 no cromossomo 127,

O gene Kras2 tem um total de 6 éxons. Os éxons 2, 3 e 4 ndo sofrem variagdo, ja o
éxon 5 sofre splicing alternativo resultando na isoforma B (KrasB). Na isoforma A (KrasA),
0 éxon 6 codifica a regido 3'UTR e na B (KrasB), o éxon 6 codifica a regido C-terminal®’.
O polimorfismo Kras-LCS6, encontrado neste gene possui a variante G/T.

O gene KRAS codifica uma proteina chamada K-Ras, que estd envolvida
principalmente na regulacdo da divisdo celular. Através de um processo conhecido como
transducdo de sinais, a proteina retransmite os sinais provenientes do exterior da célula para
o nucleo. Estes sinais instruem a célula a crescer e a se dividir ou amadurecer e assumir
funcdes especializadas (diferenciacdo). A proteina K-Ras é uma GTPase, o que significa
que ela converte uma molécula de GTP em GDP. A proteina K-Ras age como um
interruptor, e € ligado e desligado pelas moléculas de GTP e GDP. Para transmitir sinais, a
proteina K-Ras deve ser ativada através da ligacdo com GTP. A proteina K-Ras estda
desativada (inativada), quando converte o GTP em GDP. Quando a proteina esta ligada ao
GDP, nao retransmite sinais para o nicleo da célula™.

O gene KRAS é da familia dos oncogenes Ras, que também inclui dois outros genes:

HRAS e NRAS. As proteinas produzidas a partir destes trés genes sdo GTPases. Estas
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proteinas desempenham um papel importante na divisdo celular, diferenciacio celular, e na
auto-destruicdo das células (apoptose).

A via de multiplicacdo celular do KRAS € ativada mediante ligagdo de fatores de
crescimento no receptor de membrana. Apds essa ligacio uma cascata de reagdes de
tirosina quinase € ativada, onde atua a proteina K-ras. Essa cascata finaliza na ativacdo de
fatores transcripcionais no nucleo, que irdo induzir a expressdo de vdrios genes
responsaveis pela multiplicacdo celular. O gene KRAS faz parte da familia RAS, junto com
os genes HRAS e NRAS, que também atuam nessa cascata de sinalizacdo. J4 foram descritas
mutagdes no gene HRAS como responsdveis pela Sindrome de Costello. J4 no gene Kras,
mutacdes foram associadas ao fendtipo da Sindrome de Noonan 3, uma sindrome
autossomica dominante, onde o individuo afetado apresenta baixa estatura, dismorfismos
faciais e mal-formagdes cardiacas e com a Sindrome Cardiofasciocutanea, onde os
individuos afetados apresentam alteracdes ectodérmicas, defeitos cardiacos e retardo metal.
O KRAS é um dos quatro genes relacionados a essa sindrome, no entanto, ndo se conhece
ainda o mecanismo pelo qual as mutagdes levam a quadros sindrémicos ou a quadros

£ 54,55.56,57
oncoldgicos (Figura 2).
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Figura 2: Ativagdo da via de multiplicagdo celular do gene Kras2 o7,
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O Kras é conhecido por ser um dos mais ativados oncogenes, cerca de 17 a 25% de
todos os tumores humanos sdo ativados por meio de mutacio do gene Kras™ . Cerca de 16
mutacdes foram descritas no gene, ligadas as sindromes de Costello, Noonan 3 e
Cardiofasciocutinea (CFC) e outras 86 mutacdes oncogénicas’®. A grande maioria das
mutagdes oncogénicas ocorre nos cédons 12, 13 ou 61. Estas ndo sdo as mesmas mutacdes
encontradas na sindrome de Noonan 3 ou sindrome de CFC. As muta¢des pontuais no gene
KRAS representam cerca de 85% das mutacdes da familia Ras” .

Em 2005, Johnson et al.ss, encontrou trés genes RAS: HRAS, KRAS, e NRAS
complementares na regido 3"'UTRs que permitem ao miRNA let-7 regular sua expressdo. A
expressao do miRNA let-7 foi menor em tumores no tecido pulmonar do que em tecido
normal do pulmdo, no entanto a expressao da proteina RAS foi significativamente maior
em tumores pulmonares, sugerindo um possivel mecanismo de acdo do miRNA let-7 no
cancer *%.

MiRNAs sao pequenos RNAs nao-codificantes que impedem a tradugdo de genes
alvo através da ligacdo com a regido 3'UTR de mRNAs™. Os miRNAs desempenham papel
critico na regulacdo génica e alteram a expressdao de miRNAs em tumores humanos, o que
tem sido bem documentado®.

Um exemplo de miRNA que tem demonstrado alterar o risco da doenga € o let-7
complementar ao SNP na regido 3'UTR do Kras®'. A familia let-7 demonstrou atuar na
regulacdo do gene Kras®®. Kras é um gene ativado por muta¢do somatica, em muitos tipos
de cancer humano. Pertence a familia dos oncogenes RAS que estdo bem caracterizados
pelas GTPases®”.

Um recente estudo de células do cancer do pulmdo (CPNPC) indicou que os
individuos tabagistas a mais de 40 anos e que possuem a variante do KRAS let-7 (KRAS-
LCS6) tiveram um aumento significativo do risco de doenga. Além disso, esses autores
caracterizaram a func¢do de Kras-LCS6, determinando que a variante do alelo estd associada
ao aumento da expressdo de Kras e diminui¢do dos niveis de let-7°".

Foi descrito a interacdo entre o0 miRNA let-7 e o gene Kras como mecanismo de
controle da via Kras. Assim, apds a ligacao do fator de crescimento e ativacdo da cascata,
ela ainda pode ser bloqueada pela ligacio com o miRNA let-7. Assim, quando ocorre a
ligacdo do gene Kras com o miRNA let -7, a cascata € interrompida e se mantém o
bloqueio da tradu¢do de genes responsaveis pela multiplicacdo celular. Quando a
concentracdo de miRNA let-7 diminui, a cascacta é liberada e a traducdo ocorre. No

entanto, alguns autores descrevem que no caso do alelo Kras-LCS6, a ligagdo com o

30



miRNA let-7 € dificultada e portanto, a cascata é liberada e a traducdo dos genes

responsaveis pela multiplicag¢do celular ocorre (Quadro 2).

Quadro 2: Interagcdo miRNA let-7 e gene Kras como mecanismo de controle da via de
multiplicacdo celular do KRAS

Interacdo miRNA let-7 e gene Kras como mecanismo de controle da via

|

Apos a ligacao do fator de crescimento e ativacdo da cascata — ela ainda pode ser
bloqueada pela ligacao com o0 miRNA let-7

! 4 2 Y

miRNA let-7 + KRas miRNA let-7 + KRAS-LCS6
cascata interrompida e ligacio € dificultada, cascata
traducao bloqueada liberada, traducao = CANCER

v miRNA let-7 + KRas
cascata liberada e traduciio = CANCER

Individuos com cancer oral e qualquer variante deste alelo tém sobrevida
. . . .4 4 . L.
significativamente reduzida®. Outros trabalhos mostram que os baixos niveis de let-7a-2 se

. . . . 63 .
correlacionam com baixa sobrevida no adenocarcinoma pulmonar ' (Figura 3 e 4).
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Figura 3: Variante protéica resultante do splicing alternativo do gene Kras.
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Figura 4: Tipos de mutacio no gene Kras.

1.4.2 Polimorfismo SLC23A2-05

O outro polimorfismo associado ao cancer de cabeca e pescoco € o polimorfismo
SLC23A2-05 no gene transportador sddio dependente de vitamina C, o gene SLC23A2, que
codifica proteinas encontradas em frutas citricas, € modifica o risco de cincer de cabeca e
pescoco em individuos portadores do HPV 16 Humano®. Individuos HPV positivos tém um
risco aumentado, enquanto nos individuos HPV negativos este risco se reduz®.

O gene SLC23A2 esté localizado no cromossomo 20, mais precisamente na regido
20p13-p12 e € responsdvel pelo transporte da vitamina C no organismo67(Figura 5). Possui
17 éxons e nove mRNA variantes resultantes de processamento alternativo. Foram descritas

cerca de 623 variantes, entre SNPs, insercoes e delecdes 68

Chr 20

13
pl2.3
pl2.2
pl2.1
pll.23
pll.zz
pl1.21
pl1.1
gll.l
gll.21
gl1.22
gl1.23
12
gl3.12
ql3.13
gl3.z
gl3.31
gl3.32
ol3.33
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Figura 5: Localiza¢do do gene SLC23A2 no cromossomo 20.

O metabolismo da vitamina C, manifestado por uma alteracdo no transporte,
modifica a probabilidade ou as conseqiiéncias da infeccdo por HPV16 e subseqiiente
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo“. A
concentracdo de vitamina C (ascorbato) no meio intracelular ocorre por meio de difusdo
passiva e facilitada, bem como pelo transporte ativo sédio — dependente de ascorbato
através de transportadores de vitamina C. As proteinas que facilitam este transporte ativo
sdo denominadas SVCT1 e SVCT2, e sdo codificadas pelos genes SLC23A1 e SLC23A2,

respectivamente. A proteina SVCT1 € responsavel pelo transporte ativo de L-ascorbato de
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superficie luminal do trato gastrointestinal e renal®®’’. E a proteina SVCT2, que se expressa
na maioria dos tecidos humanos, com exce¢cdo do pulmio e misculo esquelético, €
responsavel por regular os niveis intracelulares de acido ascérbico para protecdo celular do
estresse oxidativo, além de promover a maturacdo de células de coldgeno tipo 17!, Os
niveis intracelulares de vitamina C sdo rigorosamente controlados através de
regulamenta¢do dos transportadores que, por sua vez, sdo regulados pela concentracdo de
ascorbato, por citocinas inflamatorias locais e sistémicas, pela presenca de uma isoforma
negativa da proteina SVCT2, por hormonios e pela proteina de sinalizacdo quinase c”
(Figura 6). A infec¢do por HPV16 inicialmente resulta em dano epitelial, seguido pela
exposicdo e invasdo viral da epiderme, finalizando na expressdao de genes que regulam a
transcricdo viral, alteracdes na transcri¢do do fator de regulacdo e alteracdo em oncogenes

. ~ . 73
virais que alteram a progressdo do ciclo celular’.
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Figura 6: Variante protéica resultante do splicing alternativo do gene SLC23A2.

Uma variacdo C/G no intron 8 (posi¢do 48263), denominada SLC23A2-05, tem sido
estudada e associada ao carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP).
Estudos mostraram que a variacdo genética SLC23A2-05 associada a individuos HPV
positivos, alteram o risco de CCECP. Recentemente, foi relatada uma interacdo
significativa entre sorologia positiva para HPV16 e a ingestdo de citrinos por pacientes
portadores de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo66.

Nos dias de hoje a infec¢do por HPV representa cerca de 25% das causas de cancer
de cabeca e pescoco, sendo encontrado principalmente em tumores de orofaringe’”.

As principais formas de tratamento do carcinoma de células escamosas de cabegas e

pescoco envolvem a remocdo cirdrgica do tumor, a quimioterapia e radioterapia, porém
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uma parcela considerdvel dos pacientes evolui para o 6bito devido as complicagdes da
9

doenca em um periodo menor de cinco anos apds o diagnostico de confirmacdo do tumor?
O diagnéstico imediato e tratamento intensivo sdo vitais para uma pessoa com cancer'.

Na populagao brasileira nao temos nenhum estudo relacionando os polimorfismos
SLC23A2-05 e KRAS-LCS6 em portadores de carcinoma de células escamosas de cabeca e

pescoco.
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2-OBJETIVO
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Avaliar a prevaléncia dos polimorfismos Kras-LCS6 e SLC23A2-05 em uma
amostra de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco verificando
a importancia desses polimorfismos no acometimento e na gravidade da doenca, através de

estudos de associacao.
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3 — MATERIAL E METODOS
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da UNICAMP sob o parecer 873/2007 (Anexo 2).

3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo de associagdo, do tipo caso-controle. Este tipo de estudo é
eficaz para deteccdo de fatores de predisposigﬁo76 embora também determine maior
possibilidade de aparecimento de resultados falso-positivos relacionados a escolha incorreta
do grupo controle, que deve representar o perfil do grupo caso em questﬁo77’78. O grupo
controle foi selecionado de acordo com as varidveis de sexo e idade do grupo caso.

A pesquisa foi realizada com comparacdo entre o grupo caso e controle, onde
inicialmente o grupo caso era composto por 187 individuos e o grupo controle por 230
individuos.

O grupo caso, composto inicialmente tinha 187 individuos, sendo 22 individuos do
sexo feminino e 165 individuos do sexo masculino. Pelo fator de o nimero de individuos
do sexo feminino ser pequeno e a literatura relatar que a doenca em questdo atinge mais
individuos do sexo masculino do que feminino, 5:2, optou-se por trabalhar apenas com
individuos do sexo masculino. Foram avaliados, entdo, os 165 pacientes do sexo masculino,
diagnosticados com CEC de cabeca e pescoco atendidos no ambulatério de Oncologia
Clinica e de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP com material
bioldgico armazenado no Laboratorio de Genética do Cancer.

Esses 165 individuos do sexo masculino possuem média de idade de 58,53 e desvio
padrao de 9,82, diagnosticados com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco,
sendo 100 casos de CEC de laringe e 65 de CEC de faringe e laringe, foi analisado também
do habito de fumar e ingerir alcool. 76,97% dos casos foram classificados como tabagistas,
1,81% como nao tabagistas e 21,21% como ex-tabagistas.

Com relacdo ao etilismo, 55,76% foram classificados como etilistas, 13,33% como
nao etilistas e 30,91% como ex-etilistas. Foram considerados tabagistas aqueles que
fumavam até o momento do diagnéstico, ex-tabagista aqueles que pararam de fumar antes
do diagnéstico e ndo tabagista, aqueles que nunca fumaram. Foram considerados etilistas
aqueles que faziam uso de bebida alcodlica até o momento do diagndstico, ex-etilistas
aqueles que pararam antes do diagndstico e ndo etilista, aqueles que nao faziam uso de

bebida alcodlica.
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O grupo controle, constituido de 230 individuos do sexo masculino, sauddveis e sem
histérico pessoal de cancer, apresentaram média de idade de 57,12 e desvio padrio de
10,27, também foi avaliado o hédbito de fumar e ingerir bebida alcodlica em 100 dos
controles. Com relag@o ao tabagismo 21,61% foram classificados como tabagistas, 36,68%
como ndo tabagistas e 41,71% como ex-tabagistas. Quanto ao hdbito de ingerir bebida
alcodlica, 9,55% foram classificados como etilistas, 62,81% como nio etilistas e 27,64%
como ex-etilistas.

Para o grupo controle foram considerados tabagistas aqueles que fumavam até o
momento da dltima consulta, ex-tabagista aqueles que pararam de fumar antes da dltima
consulta e ndo tabagista aqueles que nunca fumaram. Foram considerados etilistas, aqueles
que faziam uso de bebida alcodlica até o momento da dltima consulta, ex-etilistas aqueles
que pararam antes da ultima consulta e ndo etilista aqueles que ndo faziam uso de bebida
alcoolica.

Nas a tabela 1, temos a caracterizacdo da amostra com relacdo a média de idade de
ambos os grupos, na tabela 2 encontra-se a caracteriza¢do dos individuos com rela¢do aos
habitos de fumar e ingerir bebida alcodlica. Os anexos 3 e 4, descrevem 0 grupo caso e

controle avaliados.

Tabela 1: Caracterizacdo da amostra com relacdo a média de idade.

Grupo Tamanho amostral Média Desvio Padrao
Caso 165 58,53 9,82
Controle 230 57,12 10,27

Tabela 2: Caracterizagdo dos 165 individuos do grupo caso e dos 199 do grupo
controle com relag@o ao habito de fumar e ingerir bebida alcodlica.

Grupo Caso Grupo Controle
Habitos Individuos Porcentagem Individuos Porcentagem
g Tabagista 127 76,97% 43 21,60%
'én Nao tabagista 3 1,81% 73 36,68%
% | Ex-tabagista 35 21,21% 83 41,70%
o Etilista 92 55,76% 19 9,55%
2 Nao etilista 22 13,33% 125 62,81%
5 Ex-etilista 51 30,90% 55 27,64%
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Participaram do estudo aqueles individuos que aceitaram e assinaram o TCLE.

3.2 Métodos

Ap6s o consentimento dos participantes, foi coletado uma aliquota de sangue
periférico em tubo vacunteiner contendo 54ul. de EDTA a 15% para impedir a coagulagao
sanguinea. A amostra foi levada para o laboratério de Genética Molecular onde foi
realizada a extracdo de DNA e posterior andlise molecular por reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) e digestdo com enzimas de restricao especificas para cada polimorfismo.

3.2.1 Extraciao de DNA de leucdcitos do sangue periférico

Procedemos a extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico conforme o
método descrito em 1986 por Woodhead et al.”’, com algumas modificacdes.

A amostra de sangue obtida foi centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm em
temperatura ambiente para a separacdo do plasma, que foi retirado e descartado. Em
seguida, um aliquota de 500pL do sedimento foi transferida para um tubo eppendorf de
1,5mL. Adicinou-se 1,0mL de tampao de lise celular (Sacarose 320mM, Tris-HCI pH7,5
2mM, MgCl, 1mM, Triton 100X 1%). A solucdo foi homogeneizada no vortex por 15
segundos e centrifugada a 8000 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante
foi desprezado com cuidado por inversao do tubo e o processo foi repetido novamente. Em
seguida foram adicionados 395uL de tampao de digestdo (Tris-HCl pH7,5 2mM, EDTA
0,5mM, NaCl 5mM e SDS 20%) e 5pL de proteinase K 20mg/ml. A reacdo foi
homogeneizada e incubada em banho-maria a temperatura de 55°C por 2 horas. Em seguida
foram adicionados 200uL de LiCl 7,5M em cada amostra e as solu¢des foram levadas a
temperatura de -20°C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por
5 minutos a 13000 rpm para a formagdo do pellet de proteinas e outros contaminantes, o
sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo eppendorf devidamente
identificado e o volume completado com etanol absoluto gelado. O tubo foi agitado por
inversdo para que o DNA precipitasse e foi levado ao freezer over night. As amostras foram
entdo centrifugadas a 13000 rpm por 8 minutos, o sobrenadante foi desprezado por inversao
do tubo e ao precipitado foi adicionado ImL de etanol 70% e realizada outra centrifugacio

(13000rpm/5 minutos). O sobrenadante foi novamente desprezado e o DNA obtido foi
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deixado em temperatura ambiente para a evaporacao do etanol restante e ressuspendido em

agua estéril. A eficiéncia da extracdo foi avaliada em gel de agarose 0,8%.

3.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase

As andlises dos polimorfismos Kras-LCS6 e SLC23A2-05 foram realizadas pela
técnica da PCR. (Reacdo em Cadeia da Polimerase - do inglés, Polymerase Chain
Reaction). Esta técnica descrita por Saiki et al. em 1971*°, possibilita a amplificacdo de
uma pequena seqiiéncia de DNA através do uso de dois iniciadores — primers que
flanqueiam a regido do DNA a ser amplificada, onde se hibridizam devido a
complementariedade de bases. A reagdo € colocada em um aparelho termociclador onde
repetidos ciclos de desnaturacdo térmica do DNA, anelamento dos iniciadores em
temperaturas adequadas e a extensdo dos iniciadores promovida pela enzima Taqg DNA
polimerase, levam ao acimulo exponencial da seqiiéncia de DNA alvo. A reacdo de PCR,
os iniciadores e os tamanhos dos fragmentos esperados para cada polimorfismo estdo

descritos, respectivamente, nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Concentracdo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR para os

polimorfismos Kras-LCs6 e SLC23A2-05.

Polimorfismo

Reagentes Kras-LCS6 SLC23A2-05
DNA (uL) 1.0 1.0
MgCl, (1.0mM) 4.0 4.0
Tris-HCI pH 8,4 (10.0 mM) 2.0 2.0
dNTP (0.025 mM-cada) 1.0 1.0
primers (0.2 pMoles-cada) 1.0 1.0

Taq polimerase (5 Unidades) 1.5 1.5

Agua gsp (uL) 50.0 50.0
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Tabela 4: Descricdo dos “primers” utilizados na PCR dos polimorfismos,

temperatura de anelamento especifica para cada reacdo e tamanho do fragmento esperado.

Tamanho do
Polimorfismo Sequéncia 5' - 3'
fragmento (pb)

S GGTGTCAGAGTCTCGCTCTT
Kras-LCS6 420
AS GGGTCGTATACCAAAGGCCTTAG

S AAATGCTCTGGGCAACCTTA
SLC23A2-05 385
AS CCCCCAGGACATCGACAA

S: Sense, AS: Anti-sense

O volume final da PCR ficou estabalecido em 50ul. Apds a adi¢do dos reagentes a
reacdo foi levada a um termociclador Eppendorf, onde ocorreu a etapa inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
temperatura de anelamento de 64,6°C e 64,9°C por 1 minuto para o polimorfismo Kras-
LCS e SLC23A2-05, respctivamente e 72°C por 2 minutos, finalizando com 7 minutos de

incubacdo final a 72°C, como descrito na tabela 5.

Tabela S: Descri¢do dos ciclos utilizados para cada polimorfismo

Polimorfismo

Kras-LCS6 SLC23A2-05
Programas 94°C / 5 minutos 94°C / Sminutos

94°C / 1 minuto 94°C / 1 minuto

64,6°C / 1 minuto 64,9°C / 1 minuto

72°C / 2 minutos 72°C / 2 minutos

72°C /7 minutos 72°C /7 minutos
N° de ciclos 35 35

3.2.3 Digestao Enzimatica

Para os polimorfismos Kras-LCS6 e SLC23A2-05, apés a PCR, foi realizada a

digestdao enzimadtica especifica, segundo orientagcdes do fabricante.
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As reacdes de digestdo ficaram incubadas por 16 horas e as concentracdes das
enzimas, temperatura de incubacao e tamanhos dos fragmentos esperados para a anélise de

cada polimorfismo estdo na tabela 6.

Tabela 6: Descri¢do das condicdes para realizacio da digestdo enzimdtica.

Enzimade Temperatura Tamanho do Fragmento
Polimorfismo Alelo
Restricao otima (°C) (pb)
T 8/80/135/197
Kras-LCS6 Hinf'1 37
G 8/80/332
SLC23A2 Tail 37 C 385
G 128/270

Para a andlise do polimorfismo Kras-LCS6, apés a PCR, a digestdo foi realizada
com a enzima Hinf 1. Essa enzima reconhece um sitio de restricdo especifico e cliva a PCR
em fragmentos de 8, 80, 135 e 197pb para o alelo T e 8, 80 e 332pb para o alelo G. Em
individuos heterozigotos encontram-se presentes os fragmentos de 8, 80, 135, 197 e 332pb.

A andlise do polimorfismo SLC23A2 utilizou digestdo com a enzima 7Tai I apés a
PCR. O fragmento de 385pb produzido pela PCR permanece na auséncia do sitio de
restricdo indicando a presenca do alelo G, e € digerido em fragmentos de 128pb e 270pb no
caso da presencga do alelo G. Sendo o individuo heterozigoto observa-se a presenca dos trés

fragmentos: 128, 270 e 385bp.
3.2.4 Analise de dados

As diferencas nas médias das idades entre casos e controles foram avaliadas pelo
teste t de Student em ambiente R ¥'. O equilibrio de Hardy-Weinberg para os genotipos foi
avaliado pelo programa HAPLOVIEW®?, onde foi o utilizado p < 0,01. Os célculos de
associacdo genotipica e alélica foram realizados por meio de regressao logistica usando a
funcdo logistf em ambiente R®'. O poder estatistico da amostra em detectar associacio entre

o fenétipo e os polimorfismos foi estimado utilizando o programa GPOWERY.
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4 - RESULTADOS

44



4.1 Analise dos Polimorfismos

4.1.1 Analise do Polimorfismo Kras-LLCS6

Para analisar o polimorfismo Kras-LCS6, apés a PCR onde foi encontrado um
fragmento de 420pb, foi realizada a digestdo enzimdtica com a enzima Hinf I, onde
observou-se os alelos.

Na figura 7, observa-se na coluna 1 o PCR referente ao polimorfismo, com um
fragmento de 420pb. Na coluna 2 temos um marcador de peso molecular de 100pb,
seguidos pela coluna 3 e 4 onde observa-se a digestdo enzimdtica com fragmentos de
80,135, 197pb, mostrando individuos homozigotos TT. Na coluna 5, encontra-se a digestao
enzimatica com fragmentos de 80 e 332pb, indicando um individuo heterozigoto TG e na
coluna 6, a digestdo enzimdtica com fragmentos de 80,135, 197 e 332pb, indicando um

individuo homozigoto GG.

e
420ph — u W L
et bl g | < 332pD

P [ [ < 197pb

Wit | e—135pb

N L e L | = 30ph

Figura 7: Produto resultante da PCR e digestdao enzimdtica do polimorfismo Kras-LCS6
em gel de poliacrilamida 12%. Na coluna 1 encontra-se a PCR com fragmento de 420pb, na
coluna 2 encontra-se o marcador de peso molecular de 100pb, as colunas 3 e 4 representam
a digestdo enzimatica de individuos homozigotos TT, na coluna 5 encontra-se um individuo

heterozigoto TG e na coluna 6 um individuos homozigoto GG.
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Na andlise do polimorfismo Kras-LCS6 foram encontrados no grupo caso 135
individuos com genétipo TT, equivalendo a 81,81% da amostra, 29 individuos com
genotipo TG, 17,57% da amostra e 1 individuo com genétipo GG equivalente a 0,61% da
amostra. No grupo controle foram encontrados 187 individuos com gendtipo TT
correspondente a 81,30% da amostra, 41 individuos com genétipo TG, 17,839% da amostra
e 2 individuos com genétipo GG, equivalente a 0,87% da amostra (Tabela 7). Na amostra
do grupo caso a freqiiéncia do alelo T foi de 0,91 e do alelo G 0,09 e na amostra do grupo
controle a freqiiéncia do alelo T foi de 0,90 e do alelo G 0,10.

Esse polimorfismo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg tanto na grupo
caso como no grupo controle (p=0,9899, p=0,9999 respectivamente). Para o equilibrio de

Hardy-Weinberg considerou-se em equilibrio P>0,01.

Tabela 7: Genotipo e freqiiéncia genotipica encontrada no polimorfismo Kras-

LCS6 entre 165 individuos do grupo casos e 230 individuos do grupo controle.

Freqiiéncia
Genotipos Individuos Genotipica
TT 135 81,81%
© o TG 29 17,57%
N
{;“; S GG 1 0.61%
Total 165 100%
= TT 187 81,30%
-
e S TG 41 17,83%
% = GG 2 0.87%
S Total 230 100%

4.1.2 Analise do Polimorfismo SLLC23A2-05

Para analisar o polimorfismo SLC23A2-05, apés a PCR onde foi encontrado um
fragmento de 385pb, foi realizada a digestdo enzimdtica com a enzima Tai I, onde
observou-se os alelos.

Na figura 8, observa-se na coluna 1 o PCR referente ao polimorfismo, com um
fragmento de 385pb. Na coluna 2 temos um marcador de peso molecular de100pb, seguidos

pela coluna 3 e 4 onde observa-se a digestdo enzimdtica com fragmento de 385pb,

46



mostrando individuos homozigotos CC. Na coluna 5, encontra-se a digestdo enzimatica
com fragmentos de 128, 280 e 385pb, indicando um individuo heterozigoto CG e na coluna
6, a digestdo enzimdtica com fragmentos de 128 e 280pb, indicando um individuo

homozigoto GG.

385ph =) h *‘ L..Juu <4mmmm 385ph

E ——- u u <mm 7(;)

u U <= 128pb

Figura 8: Produto resultante da PCR e digestao enzimédtica do polimorfismo SLC23A2-05
em gel de poliacrilamida 12%. Na coluna 1 encontra-se a PCR com fragmento de 385pb, na
coluna 2 encontra-se o marcador de peso molecular de 100pb, as colunas 3 e 4 representam
a digestdo enzimatica de individuos homozigotos CC, na coluna 5 encontra-se um individuo

heterozigoto CG e na coluna 6 um individuos homozigoto GG.

Para o polimorfismo SLLC23A2-05 foram encontrados no grupo caso 35 individuos
com gendtipo CC equivalente a 21,21% da amostra, 84 individuos com genétipo CG,
50,90% da amostra e 46 individuos com genétipo GG, correspondente a 27,88% da amostra
e no grupo controle 43 individuos com gendétipo CC, 18,69% da amostra, 132 individuos
com gendtipo CG, 57,39% da amostra e 55 individuos com gendtipo GG, equivalente a
23,91% da amostra (tabela 8). Na amostra do grupo caso e do grupo controle a freqii€ncia
do alelo C foi de 0,47 e do alelo G 0,53. Este polimorfismo encontra-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg tanto no grupo caso quanto grupo controle (p=0,9232, p=0,0332
respectivamente). Para o equilibrio de Hardy-Weinberg considerou-se em equilibrio

P>0,01.
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Tabela 8: Genétipo e freqii€ncia genotipica encontrada no polimorfismo

SLC23A2-05 entre 165 individuos do grupo caso e 230 individuos do grupo controle.

Freqiiéncia
Genotipos Individuos Genotipica

cC 35 21,21%

e o CG 84 50,90%
% S GG 46 27,88%
165 100%

= cC 43 18,69%

e § CG 132 57.39%
% % GG 55 23,91%
& 230 100%

As tabelas 9, 10 e 11 mostram respectivamente os resultados da regressao logistica dos

genoétipos e alelos para os 165 casos de paciente com cancer de cabega e pescoco, dos

genotipos e alelos para 100 casos de pacientes com cancer de laringe e dos genoétipos e

alelos para 65 casos de pacientes com cancer de faringe e cavidade oral. Nenhuma

correlacdo foi encontrada.

Tabela 9: Resultados da andlise de regressdo logistica para os 165 individuos do

grupo caso diagnosticados com cancer de cabeca e pescogo.

Gene B p OR IC95% Min. IC95% Max.
GG -0,1822 0,8597 0,83 0,08 8,70
Genétipo TG -0,0132 0,9603 0,99 0,58 1,67
KRAS TT 00302 09080 1,03 0,62 1,73
G -0,0302 09080 0,97 0,58 1,63
Alelo
T 0,1822  0,8597 1,20 0,11 12,53
cC  0,1592  0,5304 1,17 0,71 1,93
Genodtipo CG -0,2604 0,2026 0,77 0,52 1,15
SLC23A2 GG 02074 03711 1,23 0,78 1,94
c -0,2074 03711 081 0,52 1,28
Alelo
G -0,1592 10,5304 0,85 0,52 1,40

Notas: B = coeficiente de regressao; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianca; Min. =

minimo; Max. = maximo.
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Tabela 10: Resultados da andlise da regressao logistica dos gendtipos e alelos para

100 individuos do grupo caso diagnosticados com cancer de laringe.

Gene B p OR IC 95% Min. IC 95% Max.
GG 7881 05822 045 0,01 18,88
Gendtipo TG 1147 07178 0,89 0.47 1,67
KRAS T 01724 05840 1,19 0.63 222
Alelo G 01724 05840 084 0.45 1,58
T 07881 0582 220 0.05 91,31
CC 01724 05840 084 0.45 1,58
Gendtipo  CG 578 038103 0,04 0,59 1,51
SLC23A2 GG 02176 04220 124 0,73 211
Alelo C 02176 04220 080 0.47 137
G 01724 05840 1,19 0,63 222

Notas: B = coeficiente de regressdo; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianga; Min. =

minimo; Max. = maximo.

Tabela 11: Resultados da andlise de regressdao logistica dos genétipos e alelos para 65

individuos do grupo casos diagnosticados com cancer de faringe e cavidade oral.

Gene B p OR  IC95% Min. IC95% Max.
GG 07540 04868 2,13 0,20 22,37
Gendtipo TG 1606 06492 1,17 0,59 2,34
KRAS T 0193 05746 082 0.42 1,62
Alelo G 0193 05746 121 0,62 238
T 07540 04868 047 0,04 4,95
CC 05920 00679 181 0,97 3,38
Gendtipo  CG 15710 00417 056 0,32 0,98
SLC23A2 GG 02083 05111 123 0.66 229
Alelo € 02083 05111 081 0,44 1,51
G 0590 00679 055 0,30 1,04

Notas: B = coeficiente de regressdo; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianga; Min. =

minimo; Max. = maximo.

Com relacdo a associagdo com o estadiamento, os resultados encontram-se

sumarizados na tabela 12.
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Tabela 12: Correlagao entre o estadiamento e os polimorfismos Kras-LCS6 e

SLC23A2-05 nos 165 individuos do grupo caso diagnosticados com carcinoma de células

escamosas de cabeca e pescogo.

Estadio I Estadio I1 Estadio III Estadio IV
Gene P OR (I0) p OR (I0) P OR (I0) p OR (I0)
GG 1,79 (0,04 2,77 (0,06 1,10 (0,03 1,64 (0,16
o 0,7263 —75,55) 0,5613 —118,05) 0,9512 —46,06) 0,6419 —-17,23)
k=) TG 1,85 (0,74 1,64 (0,53 0,55 (0,19 1,02 (0,53
e 0,2017 —4,65) 0,4044 —5,13) 0,2259 —1,56) 0,9559 —1,95)
5 TT 0,57 (0,23 0,64 (0,21 1,93 (0,68 0,96 (0,51
<o 0,2445 —1,43) 0,4586 —2,01) 0,1810 —5,48) 0,9073 -1,82)
G 1,75 (0,70 1,55 (0,50 0,52 (0,18 1,04 (0,55
e! o 0,2445 —4,37) 0,4586 —4,83) 0,1810 —1,47) 0,9073 —1,96)
= = 0,56 (0,01 0,36 (0,01 0,91 (0,02 0,61 (0,06
< < 0,7263 | —23,52) | 05613 | —1539) | 09512 | —37,98) | 0,6419 | —6,39)
CcC 0,26 (0,05 1,12 (0,33 1,44 (0,66 1,46 (0,81
- 0,0627 —1,44) 0,8598 —3,83) 0,3675 —3,13) 0,2147 —-2,64)
R CG 1,29 (0,56 0,94 (0,35 0,86 (0,44 0,62 (0,37
::‘ NS 0,5475 —3,00) 0,9055 —2,55) 0,6492 —1,66) 0,0566 —-1,02)
g 5 GG 1,54 (0,64 1,14 (0,37 0,92 (0,42 1,36 (0,78
) <o 0,3456 —3,70) 0,8220 —3,51) 0,8431 —2,03) 0,2859 —2,36)
Cﬁ C 0,65 (0,27 0,88 (0,28 1,08 (0,49 - 0,74 (0,42
o 0,3456 —1,57) 0,8220 —2,71) 0,8431 2,38) 0,2859 —1,29)
E’ G 3,79 (0,69 0,89 (0,26 0,70 (0,32 0,69 (0,38
< 0,0627 —20,73) 0,8598 —3,07) 0,3675 -1,52) 0,2147 —-1,24)

Notas: OR = odds ratio; IC = intervalo de confianga.

Nao foram encontradas associa¢des entre os polimorfismos SLC23A2 e Kras-LCS6

e Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pesco¢o. Pode-se afirmar tal fato com um

poder estatistico de 86,6%.
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5 - DISCUSSAO
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Com relacdo ao polimorfismo Kras-LCS6 do gene Kras, em nosso estudo
encontramos a freqiiéncia génica de 0,91 e 0,09 dos alelos T e G na amostra do gurpo caso
e 0,90 e 0,10 na amostra do grupo controle. Tanto grupo caso quanto no grupo controle, as
amostras estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (Grupo caso p=0,9899, Grupo controle
p=0,9999).

Foi levantada a hipdtese de que a ativagdo da via KRAS pode ocorrer em
carcinomas espinocelulares através de uma ac¢ao da variante normal do polimorfismo Kras-
LCS6 e, assim, estar associado com a susceptibilidade e com a evolucdo do paciente46. Os
resultados desse estudo mostraram ndo existir uma associacdo com o risco geral de CCECP
(HNSCC), mas os casos com o alelo G mostraram uma significativa redu¢do na sobrevida
[hazard ratio (HR), 1,6; intervalo de confianca de 95% (CI), 1,0-2,5]. Esse risco foi maior
nos casos de carcinoma de cavidade oral (HR, 2,7, 95% CI, 1,4-5,3). Portanto, o alelo G
poderia alterar o fendtipo da doenga46.

Nao foi possivel comparar as frequéncias alélicas encontradas por Christensen em
2009, uma vez que nesse estudo, unico de avaliagdo desse polimorfismo em cancer de
cabeca e pescoco, foi avaliado tecido tumoral.

Em nosso estudo o alelo G ocorreu em baixa frequéncia e similar a encontrada no
grupo controle sugerindo que em nossa populacdo parece que esse alelo ndo levaria a uma
maior susceptibilidade a doenca. Por outro lado, na associagdo com o estadiamento da
doenca, nenhuma associacao estatisticamente significativa foi encontrada, indicando nao ter
importancia também na evoluc¢do da doenca. No entanto, devemos ressaltar que a anélise
desse polimorfismo ocorreu em tecido normal dos pacientes acometidos pelo tumor. Nao
podemos afastar a hipotese de que esse polimorfismo poderia ter alguma importincia na
evolucdo tumoral. Para isso seria necessdrio avaliar esse polimorfismo no tecido tumoral.

Com relagdo ao polimorfismo SLC23A2-05, no presente estudo, a freqiiéncia
génica dos alelos C e G foram de 0,47 e 0,53, respectivamente, tanto no grupo caso quanto
no grupo controle. Em estudos anteriores envolvendo esse polimorfismo, os alelos C e G
tiveram em uma populagdo afro-americana a freqii€ncia de 0,80 e 0,20 respectivamente, no
entanto, em populacio caucaséide as fregiiéncias encontradas foram de 0,42 e 0,58**. Em
estudo realizado por Chen AA et al em 2009%, as freqiiéncias encontradas em pacientes
com cancer foi de 0,59 para o alelo G e 0,41 para o alelo C e no grupo controle 0,57 e 0,43,

sendo que nos dois grupos havia um predominio de individuos caucaséides (92 e 93%).
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Nossos dados se aproximam das freqii€ncias encontradas em populagdes caucaséides, haja
vista um predominio em nossa amostra de individuos de cor de pele branca.

Em estudo desenvolvido por Meyer MS et al em 2008%, foi investigado se a
associagao entre o consumo de frutas e o risco de HNSCC foi modificado pela exposicao ao
HPV-16, uma vez que o HPV 16 é um fator de risco para CCECP bem descrito®. Foram
estudados 270 pacientes e 493 controles com informacdo sobre o consumo de frutas e o
status dos antincorpos HPV16. Os individuos soro negativos tinham um significativo baixo
risco de CCECP com o aumento de consumo de frutas [odds ratio (OR 0.60; 95% intervalo
de confianga (95% CI), 0.38-0.95; OR 0.57; 95% CI, 0.35-0.95] e especificamente com o
aumento do consumo de frutas citricas (OR 0.61; 95% CI, 0.39-0.97; OR 0.59; 95% ClI,
0.37-0.96). Entretanto, entre os individuos soro positivos, 0 risco aumentou com 0 consumo
de frutas (OR 2.27; 95% CI, 0.92-5.58; OR, 1.40; 95% CI, 0.55-3.59) e consumo de frutas
citricas (OR 3.35; 95% CI, 1.36, 8.24; OR 3.15; 95% CI, 1.23-8.08). Esta intera¢do foi
estatisticamente significativa (P < 0.05), mostrando que o consumo de frutas seria
associado com uma reducdo do risco de HNSCC entre individuos soro negativos HPV 16,
mas aumentado em individuos soro positivos HPV16. Frente a esse estudo Chen AA et al
em 200965, avaliou 319 pacientes com HNSCC e 495 individuos controles frente as
varidveis sorologia de HPV16, consumo de citrus e SNPs do painel SNP500Cancer.
Identificaram um polimorfismo no gene de SLC23A2 (SLC23A2-05) que modifica o risco
de HNSCC quando associado a infeccdo por HPV16. Entre aqueles com um alelo de tipo
selvagem (G) em SLC23A2, o risco do cancer associado com sorologia positiva HPV16 foi
de 5,0 (intervalo de confianca de 95% (IC) = 3,2-7,8). No entanto, entre aqueles com
gendtipo homozigoto variante (CC), o risco de cancer associado HPV 16 foi atenuada [odds
ratio (OR) = 2,8 IC95% =1,2-6,2 ]. Além disso, quando testaram se o gendtipo modifica a
interacdo entre consumo de citrus, HPV16, e cancer, encontraram um risco
significativamente aumentado de cancer nos individuos que possuiam um alelo SLC23A2-5
do tipo selvagem (G), HPV16 sorologia positiva e alto consumo de citros (OR =7,4; IC
95% = 3,6-15,1). Portanto, para iniciar o estudo desse polimorfismo em nossos pacientes,
verificamos se haveria uma associagdo entre o cincer e os gendtipos do polimorfismos
SLC32A2-05, mas ndo encontramos nenhuma associagao.

Com relacdo ao estadiamento da doenca (I a IV), nenhuma associacdo
estatisticamente significativa foi encontrada com os gend6tipos do polimorfismo SLC32A2-

05, demonstrando que provavelmente esses polimorfismos ndo seriam moduladores de
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gravidade da doenca. Para esse polimorfismo, da mesma forma que no polimorfismo Kras-

LCS6, temos que fazer a ressalva de que analisamos tecido normal.
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6 — CONCLUSAO
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Concluimos com esse estudo que a freqiiéncia dos alelos T e G encontradas no
polimorfismo Kras-LCS6 foram de aproximadamente 0,90 e 0,10 e que em nossa amostra,
esse polimorfismo nao estd associado com o cancer de cabeca e pescogo.

Com relagao ao polimorfismo SLC23A2-05 a freqii€ncia dos alelos C e G em nossa
amostra foram de 0,47 e 0,53, respectivamente. Em nossa amostra, os genétipos do
polimorfismo SLC23A2-05 ndo estdo associados com o cancer de cabega e pescoco.

Os polimorfismos Kras-LCS6 e SLC23A2-05 parecem nao serem moduladores de

gravidade do carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco.
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8.1  Anexo 1: Estagio do Sistema TNM

Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da cavidade oral

para a categoria T

Categorias Descricoes
Categoria T Tumor
Tx Informagdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primério
TO Nenhuma evidéncia de tumor primério
Carcinoma in situ
Tis
T1 Tumor se estende 2 cm ou menos na sua maior dimensao
T2 Tumor se estende mais que 2 cm, mas ndo mais que 4 cm na
sua maior dimensdo
T3 Tumor ultrapassa 4 cm em sua maior dimensao
T4a (14bio) Tumor que invade estruturas adjacentes, como: cortical dssea,
nervo alveolar inferior, soalho de boca, ou pele da face, como
queixo ou nariz
T4a (cav oral) Tumor que invade estruturas adjacentes, como cortical dssea,
musculos profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso,
hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), seio maxilar e/ou pele
da face
T4b (labio e cav Tumor que invade o espaco mastigador, laminas pterigdides,
oral) ou base do cranio e/ou envolve artéria carétida interna
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Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da cavidade oral

para as categorias N e M

Categoria N Linfonodos Regionais
Nx Informagdes insuficientes para a avaliagdo de linfonodos
regionais
No Linfonodos sem metdstases
N, Metédstase em um Unico linfonodo homolateral de 3 cm ou

menos na sua maior dimensao

N, Metéstase em um dnico linfonodo homolateral de mais de 3 cm
mas ndo mais de 6 cm na sua maior dimensao ou em multiplos
linfonodos homolaterais com nao mais que 6 cm na sua maior
dimensdo ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metastase em um unico linfonodo homolateral com mais que 3
cm mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em multiplos linfonodos homolaterais,nenhum deles
com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2c Metastases em linfonodos bilaterais ou contralaterais,nenhum

deles com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metastase em linfonodo com mais que 6 cm na sua maior
dimensao
Categoria M Metastase a distancia
Mx Informagdes insuficientes para a avaliagdo de metéstases
distantes
M, Sem metastases distantes
M;

Metastases a distancia

68



Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer da cavidade oral

Estadio Cédigo

Estadio 0 Tis, NO, MO

T1 NO, MO
Estadio 1

T2 NO, MO
Estadio 11

Estadio III T3, NO, MO
T1, N1, MO
T2, N1, MO
T3, N1, MO
T4a, NO, MO
T4a, N1, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N2, MO
T4a, N2, MO
Qualquer T, N3, MO
Estadio IVB T4a, qualquer N, MO

Estadio IVA

Qualquer T, qualquer N, M1
Estadio IVC
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da orofaringe

para a categoria T

Categoria T Tumor
Tx Informagdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primério
TO Nenhuma evidéncia de tumor primdrio

Carcinoma in situ

Tis

T1 Tumor com ndo mais de 2 cm na sua maior dimensao

T2 Tumor maior que 2cm e com nio mais que 4 cm na sua maior
dimensao

T3 Tumor maior que 4 cm na sua maior dimensdo

T4a Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: a laringe,
musculos  profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso,
hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), pterigdide medial, palato
duro e mandibula

T4b Tumor invadindo muisculo pterigéide lateral, laminas

pterigbideas, nasofaringe lateral, ou base do cranio ou adjacentes

a artéria carétida
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da orofaringe

para as categorias N e M

Categoria N Linfonodos regionais

N; Informagdes insuficientes para a avaliagdo de linfonodos
regionais

Ny Linfonodos sem metastases

N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de 3 cm ou menos

na sua maior dimensao

N, Metastase em um tnico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas nao mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em multiplos
linfonodos homolaterais, nenhum deles com mais que 6 cm na
sua maior dimensdo ou em linfonodos bilaterais ou
contralaterais, nenhum deles maior que 6 cm em sua maior
dimensao

N2a Metéstase em um Udnico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metéstase em multiplos linfonodos homolaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2c Metéstase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum

deles com mais que 6 cm na sua maior dimensdo

N3 Metastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior
dimensao

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacdes insuficientes para a avaliagdo de metdstases
distantes

MO Sem metastases distantes

M1 Metastases a distancia
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Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer da orofaringe e hipofaringe

Estadio Codigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
T1 NO, MO
Estadio I
T2 NO, MO
Estadio II
T3, NO, MO
Estadio III T1. N1, MO
T2, N1, MO
T3, N1, MO
Estadio IVA T4a, NO, MO
T4a, N1, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N2, MO
T4a, N2, MO
T4b, qualquer N, MO
Estidio IVB Qualquer T, N3, MO
Estadio IVC Qualquer T, qualquer N, M1
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da hipofaringe

para a categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informagdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primério

TO Nenhuma evidéncia de tumor primdrio
Carcinoma in situ

Tis

T1 Tumor limitado a uma sub-localiza¢do anatomica da hipofaringe e
com ndo mais que 2 cm na sua maior dimensao

T2 Tumor invadindo mais que uma sub-localizacdo anatomica da
hipofaringe ou uma localiza¢do anatomica adjacente ou medindo
mais que 2 cm mas ndo mais que 4 cm na sua maior dimensao,
sem fixac¢do da hemilaringe

T3 Tumor maior que 4 cm na sua maior dimensdo ou com fixagdo da
hemilaringe

T4a Tumor invadindo qualquer das seguintes estruturas: cartilagem
tiredide/cricéide , osso hidide, glandula tiredide, esdfago, ou
compartimento central de partes moles*

T4b Tumor invadindo fascia pré-vertebral, envolvendo artéria carétida

ou invadindo estruturas mediastinais
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da hipofaringe

para as categorias N e M

Categoria N Linfonodos regionais

N; Informagdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos regionais
Ny Linfonodos sem metastases

N, Metastase em um udnico linfonodo homolateral de 3 cm ou menos

na sua maior dimensao

N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em multiplos
linfonodos homolaterais, nenhum deles com mais que 6 cm na sua
maior dimensdo, ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles maior que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metéastase em um Unico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo

N2b Metéastase em multiplos linfonodos homolaterais com nao mais
que 6 cm em sua maior dimensao

N2c Metéstase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles

com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metéastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior
dimensao

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacgdes insuficientes para a avaliacdo de metastases distantes

MO Sem metastases distantes

M1 Metastases a distancia

As partes moles do compartimento central incluem a alca muscular pré-laringea (NT-omo-hidideo,

esterno-tireo-hioideo e tireo-hioideo) e gordura subcutinea
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regido

supraglética da laringe para a categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informagdes insuficientes para a avaliacdo do tumor primdrio

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

Tis

T1 Tumor limitado a uma sub-localizacdo anatdmica da supraglote
com mobilidade normal da corda vocal

T2 Tumor invadindo a mucosa de mais de uma sub-localizagdo
anatdmica adjacente da supraglote ou glote ou regido externa a
supraglote (por ex: mucosa da base da lingua, a valécula, a parede
medial do seio piriforme) sem fixag¢do da laringe

T3 Tumor limitado a laringe com fixacdo da corda vocal e/ou
invadindo qualquer uma das seguintes estruturas: area pos-
cricoide, tecidos pré epigléticos, espaco para-glético, e/ou com
erosdo minima da cartilagem tiredide(ex:cortex interna)

T4a Tumor invadindo toda a cartilagem tiredide e/ou estendendo-se
aos tecidos além da laringe(por ex: traquéia,partes moles do
pescoco, incluindo miisculos profundos/extrinsecos da lingua,alca
muscular, tireéide e es6fago)

T4b Tumor invadindo espago pré-vertebral ou estruturas mediastinais

ou adjacentes a artéria carétida
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regiao

supraglética da laringe para as categorias N e M

Categoria N Linfonodos regionais

N; Informagdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos regionais
Ny Linfonodos sem metastases

N, Metastase em um udnico linfonodo homolateral de 3 cm ou menos

na sua maior dimensao

N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em multiplos
linfonodos homolaterais,nenhum deles com mais que 6 cm na sua
maior dimensdo, ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles maior que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metéastase em um Unico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo

N2b Metéastase em multiplos linfonodos homolaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm em sua maior dimensdo

N2c Metéstase em linfonodos bilaterais ou contralaterais,nenhum deles

com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metéastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior
dimensao

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacgdes insuficientes para a avaliacdo de metastases distantes

MO Sem metastases distantes

M1 Metastases a distancia
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regido glética

da laringe para a categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informagdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primério

Ty Nenhuma evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

T

T, Tumor limitado a corda(s) vocal(ais) (pode envolver a comissura
anterior ou posterior)com mobilidade normal da(s) corda(s)

Tla Tumor limitado a uma corda vocal

T1b Tumor envolve ambas as cordas vocais

T2 Tumor que se estende a supraglote e/ou subglote, e/ou com
mobilidade diminuida da corda vocal

T3 Tumor limitado a laringe, com fixagdo da corda vocal e/ou que
invade o espaco para-gldtico, e/ou com erosdo minima da
cartilagem tiredide(ex:cortex interna)

T4a Tumor que invade completamente a cartilagem tiredide e/ou se
estende aos tecidos além da laringe(ex:traquéia, tecidos moles do
pescoco, etc)

T4b Tumor invade espaco pré-vertebral, estruturas mediastinais ou

adjacentes a artéria cardtida
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Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento TNM para para as categorias N e M

do cancer da regido glética da laringe

Categoria N Linfonodos regionais

Ny Informagdes insuficientes para a avaliagdo de linfonodos regionais
Ny Linfonodos sem metdstases

N, Metéstase em um tnico linfonodo homolateral de 3 cm ou menos

na sua maior dimensao

N, Metéstase em um unico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em multiplos
linfonodos homolaterais, nenhum deles com mais que 6 cm na sua
maior dimensdo, ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles maior que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metastase em um unico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em multiplos linfonodos homolaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2c Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles

com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior
dimensao

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informagdes insuficientes para a avaliagdo de metdstases distantes

MO Sem metéstases distantes

M1 Metéstases a distancia
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Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento TNM para para a categoria T do

cancer da regido subglética da laringe

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor priméario

To Nenhuma evidéncia de tumor primdrio
Carcinoma in situ

T

T, Tumor limitado a subglote

T2 Tumor que se estende a corda(s) vocal(ais) com mobilidade
normal ou reduzida da mesma

T3 Tumor limitado a laringe com fixagdo da corda vocal

T4a Tumor que invade a cartilagem tiredide ou cricdide e/ou se
estende a outros tecidos além da laringe(ex:traquéia, tecidos moles
do pescoco,etc)

T4b Tumor invade espago pré-vertebral, estruturas mediastinais ou

adjacentes a artéria cardtida
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para para as categorias N e M

do cancer da regido subglética da laringe

Categoria N Linfonodos regionais

N; Informagdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos regionais
Ny Linfonodos sem metastases

N, Metastase em um udnico linfonodo homolateral de 3 cm ou menos

na sua maior dimensao

N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em multiplos
linfonodos homolaterais, nenhum deles com mais que 6 cm na sua
maior dimensdo, ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles maior que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metéastase em um Unico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo

N2b Metéastase em multiplos linfonodos homolaterais,nenhum deles
com mais que 6 cm em sua maior dimensdo

N2c Metéstase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles

com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metéastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior
dimensao

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacgdes insuficientes para a avaliacdo de metastases distantes

MO Sem metastases distantes

M1 Metastases a distancia
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Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer de cabeca e pescogo, da laringe

Estadio Codigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
T1 NO, MO
Estadio I
T2 NO, MO
Estadio II
T3, NO, MO
Estadio III T1, N1, MO
T2, N1, MO
T3, N1, MO
Estadio IVA T4a, NO, MO
T4a, N1, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N2, MO
T4a, N2, MO
T4b, Qualquer N, MO
Estadio IVB Qualquer T, N3, MO
Estadio IVC Qualquer T, Qualquer N, M1
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8.2  Anexo 2: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fecm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 25/08/09.
(PARECER CEP: N° 873/2007)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “GENETICA E PROTEOMICA DO CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS DE OROFARINGE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Carmen Silvia Passos Lima

II- PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o Adendo que inclui o projeto: “AVALIACAO DOS
POLIMORFISMOS SLC32A2 E KRAS-LCS6 ENTRE PORTADORES DE
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE?”, com a finalidade
de dissertagdo de mestrado da aluna Marilia Bueno Santiago, referente ao protocolo de
pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinifo da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem,.

III - DATA DA REUNIAO.
Homologado na VIIT Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 25 de agosto de 2009.

Prof. Dr. arlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
Pagina 1 de 1
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8.3

Anexo 3: Caracterizacao dos 165 individuos do grupo caso com relacao a sexo,

cor da pele, idade de diagnéstico, localizacdo primaria do tumor, grau de

diferenciaciao do tumor, TNM, estadio clinico, tabagismo e etilismo

Grupo Cor da Idade Localizacao Grau de Estadio
Caso [Sexo| Pele |Diagnostico| Primaria Diferenciacao T N | M | Clinico | Tabagismo | Etilismo
P1 M | Branca 73 Laringe Moderadamente | 3 [ 2C | O v S N
P2 M | Branca 67 Laringe Moderadamente | 4A [ O 0 v EX EX
P3 M Preta 47 Faringe Bem 2 [2A ] X v S EX
P4 M | Branca 67 Faringe Moderadamente | 3 2B [ X 1A% EX EX
P5 M Parda 45 Faringe Moderadamente | 4 3 0 v S EX
P6 M | Branca 56 Faringe Moderadamente | 4 3 0 v S S
P7 M | Branca 62 Faringe Moderadamente | 4A | 3 0 v EX EX
P8 M | Branca 70 Laringe Pouco 2 2 0 v S S
P9 M | Branca 66 Faringe Moderadamente | 3 0 0 I S S
P10 M Parda 60 Faringe Pouco 2 |2A 1 0 v EX EX
P11 M | Branca 50 Laringe Moderadamente | 4 0 0 v S S
P12 M | Branca 69 Faringe Pouco 3 0 0 III EX EX
P13 M | Branca 57 Laringe Moderadamente | 3 0 0 I EX N
P14 M | Branca 51 Faringe Moderadamente | 3 0 0 I S S
P15 M Parda 52 Laringe Moderadamente | 3 0 0 I EX N
P16 M | Branca 64 Faringe Metastatico 2 |2A | X v EX EX
P17 M | Branca 65 Laringe Moderadamente | 2 0 0 II S N
P18 M | Branca 38 Faringe N3ao ceratinizante | 2 3 X v EX N
P19 M | Branca 75 Laringe Moderadamente 1 0 0 I EX N
P20 M | Branca 66 Laringe Moderadamente 1 0 0 I S N
P21 M | Branca 61 Faringe Moderadamente | 3 1 0 I S S
P22 M | Branca 59 Laringe Moderadamente | 3 0 0 I S S
P23 M | Branca 50 Laringe Bem 2 (2] O v S EX
P24 M | Branca 86 Laringe Bem IA| O 0 I EX N
P25 M | Branca 92 Laringe Moderadamente | 3 0 0 I S EX
P26 M | Branca 50 Faringe Moderadamente | 3 0 0 I S S
P27 M | Branca 57 Faringe Moderadamente 1 0 0 I S S
P28 M | Branca 68 Laringe Moderadamente | 4 3 0 v EX S
P29 M | Branca 59 Laringe Moderadamente | 4A | 0 0 v S EX
P30 M | Branca 48 Faringe Moderadamente | 4 1 0 v S S
P31 M | Branca 59 Laringe Bem IB| O 0 I S S
P32 M | Branca 72 Faringe Moderadamente | 2 0 0 II S S
P33 M | Branca 63 Laringe Moderadamente | 1B 0 0 I S EX
P34 M | Branca 53 Faringe Moderadamente | 3 2B 0 v S EX
P35 M Preta 67 Laringe Pouco 1A O 0 I S S
P36 M Parda 76 Laringe Moderadamente 1 0 0 I EX N
P37 M | Branca 68 Laringe Moderadamente | 3 0 0 I S EX
P38 M | Branca 47 Faringe Moderadamente | 2 0 0 II S S
P39 M | Branca 69 Laringe Invasivo 2A | O 0 I EX EX
P40 M | Branca 64 Laringe Moderadamente 3 2C 0 v S N
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8.4  Anexo 4: Caracterizacao dos 230 individuos do grupo controle com relaciao a

sexo, cor da pele, idade, tabagismo e etilismo.

Grupo Cor da
Controle Sexo Pele | Idade | Tabagismo | Etilismo
Cl M Branca 64 S N
C2 M Parda 66 S N
C3 M Parda 42 N N
C4 M Parda 57 EX N
C5 M Parda 45 N S
Co6 M Branca 54 N N
C7 M Parda 47 N N
C8 M Branca 44 N N
c9 M Branca 41 EX N
C10 M Branca 43 N N
Cl1 M Branca 77 S N
C12 M Branca 69 N N
C13 M Amarela 59 EX EX
Cl4 M Preta 40 N N
C15 M Branca 38 EX EX
Cl16 M Branca 55 N S
C17 M Branca 46 EX N
C18 M Branca 43 N EX
C19 M Branca 71 N N
C20 M Parda 51 EX N
C21 M Branca 57 EX EX
C22 M Branca 54 N N
C23 M Branca 64 EX EX
C24 M Branca 75 - ---
C25 M Branca 51 N N
C26 M Branca 65 EX N
Cc27 M Branca 57 EX N
C28 M Branca 57 N N
C29 M Branca 60 EX EX
C30 M Preta 64 EX EX
C31 M Branca 49 S S
C32 M Branca 67 N N
C33 M Branca 51 N N
C34 M Branca 44 S EX
C35 M Branca 59 N N
C36 M Branca 50 EX EX
C37 M Branca 56 N N
C38 M Branca 39 EX N
C39 M Branca 63 EX N
C40 M Branca 47 N N
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