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RESUMO

As glutationa S-transferases (GSTs) sdo enzimas detoxificantes que atuam no
mecanismo de protecdo contra a carcinogénese. Os genes GSTMI e o GSTTI sao
polimérficos em humanos e estdo deletados de forma homozigética em 40-50% e 15-25%
dos individuos de diferentes populacdes étnicas, respectivamente. Os polimorfismos
T6235C e A4889G do gene CYPIAI estao também associados ao metabolismo de
carcindégenos e as formas variantes CC e GG sdo identificadas em 5-20% e 5% dos
individuos de diferentes populacdes étnicas. O objetivo deste estudo € avaliar se os
polimorfismos destes genes influenciam o risco de ocorréncia do carcinoma epidermoéide
(CEC) de cabega e pescogo ou se estdo associados com os aspectos clinicos dos pacientes
com a doenga. Para tanto, foram avaliados 142 pacientes com CEC de cabeca e pescogo e
142 controles. A genotipagem foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(multiplex-PCR) e PCR e digestdo enzimadtica, respectivamente. O significado estatistico
das diferencas entre grupos foi calculado por meio do teste da probabilidade exata de
Fisher. As determinagdes dos riscos de ocorréncia do CEC, foram obtidas por meio das
razdes das chances (ORs) considerando um intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Nao
foram observadas diferencas entre as freqiiéncias da dele¢cdo homozigética dos genes
GSTM1 (40,8% versus 46,5%; P= 0,16) e GSTTI (25,3% versus 20,4%; P= 0,94) em
pacientes e controles. Entretanto a freqii€éncia da delecao homozigoética do gene GSTM 1 em
pacientes com tumor dos estddios I a III foi menor do que a observada em pacientes com
tumores do estddio IV (20,4% versus 51,8%; P= 0,002). A freqiiéncia da delecdo
homozigética do gene GSTM 1 em pacientes com os estddios I a III do tumor foi também
menor do que a observada em controles (20,4% versus 46,5%; P= 0,0008). As freqiiéncias
combinadas dos genétipos TC + CC do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI foram
similares em pacientes e controles (36,6% versus 33,8%; P= 0,85). Em contraste, a
freqiiéncia combinada dos gendtipos TC + CC em pacientes com tumor de laringe foi
menor do que a observada em pacientes com tumores de outras localizacdes (21,6% versus

41,9%; P= 0,03). Ja as freqiiéncias combinadas dos genétipos AG + GG do polimorfismo
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A4889G do gene CYPIAI foram similares em pacientes e controles (33,8% versus 28,2%;
P= 0,71) e em pacientes estratificados por aspectos clinicos, andtomo-patoldgicos e
bioldgicos do tumor. Os resultados deste estudo, em seu conjunto, sugerem que a presenga
dos genes GSTM 1 parecem proteger individuos da ocorréncia do CEC mais localizado de
cabeca e pescoco, enquanto que a dele¢cdo homozigética do gene GSTM parece atuar na
agressividade do tumor em nossos casos. Os gendtipos variantes TC + CC do polimorfismo
T6235C do gene CYPIAI parecem proteger individuos de nossa regido do cancer de
laringe. J4 os gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI parecem nao
influenciar o risco de corréncia da doenga ou de suas manifstacdes clinicas, bem como as

carcteristicas andtomo-patoldgicas e bioldgicas do tumor em nossos casos.

Palavras chave: Carcinoma de cabeca e pescoco, susceptibilidade, GSTM1, GSTT]I,
CYPIAI, polimorfismo génico
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ABSTRACT

The glutathione S-transferases (GSTs) are metabolic enzymes involved in
carcinogenic detoxification. GSTM1 and GSTTI polymorphic genes are deleted in humans
and null genotypes frequencies are different in several ethnic groups; 40-50% and 15-25%
of different population, respectively. Genetic CYPIAI polymorphisms T6235C and
A4889G are also associated to carcinogenic metabolism and variant genotypes CC and GG
are identified in 5-20% and 5% of individuals at several ethnic groups. It’s unclear if these
genetic polymorphisms influence head and neck epidermoide carcinoma (CEC) risk, or its
association with patients stratified by clinical features. Therefore, 142 patients diagnosed
with head and neck cancer and 142 control subjects were evaluated. Genotyping was
performed by using polymerase chain reaction (multiplex-PCR) and PCR and subsequent
restriction enzyme digestion, respectively. The different statistical significances between
groups, was calculated by using the Fisher exact test or Chi 2 test. Crude odds ratios (ORs)
were calculated and are given with the 95% confidence intervals (IC). There were no
difference frequencies statistically significant of GSTMI null genotype (40,8% versus
46,5%; P= 0,16) neither GSTTI null genotype (25,3% versus 20,4%; P= 0,94) between
patients and controls. However, the homozygous deletion of the GSTM1 gene in patients
with tumors of stages I to III was lower than that seem in patients with advanced (stage IV)
tumors (20,4% versus 51,8%; P= 0,002). The homozygous deletion of the GSTM1 gene
was also less common in stage I to III patients than in controls (20,4% versus 46,5%; P=
0,0008). The frequencies of the combined variant genotypes TC + CC of the CYPIAI
T6235C polymorphism were similar in patients and controls (36,6% versus 33,8%; P=
0,85). In contrast, the combined genotype TC + CC in patients with tumor of larynx was
lower than that observed in patients with other tumors (21,6% versus 41,9%; P=0,03). The
frequencies of the combined variant genotypes AG + GG of the CYPIAI A4889G
polymorphism were similar in patients and controls (33,8% versus 28,2%; P=0,71) and in

patients stratified by clinical features, and anatomo-pathological and biological aspects of
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the tumor. In sumary, the results of this study sugest that the presence of the GSTM 1 genes
seems to protect individuals against localized tumors, while the homozygous deletion of the
GSTM1 gene seems to be associated to the agressiveness of the tumor; the variant
genotypes TC + CC of the CYPIAI T6235C polymorphism seem to protect individuals
against larynx cancer; and the genotypes of the CYPIAI A4889G polymorphism seem do
not influence the risk for head and neck tumor, as well as the clinical features of the

disease, and anatomo-pathological and biological aspects of the tumor in our cases.

Key words: Head and neck carcinoma, susceptibility, GSTM1, GSTT1, CYPIAI, genetic

polymorphism
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1 INTRODUGAO

Os canceres de cabeca e pescog¢o sdo tumores de tecido mole que surgem
predominantemente nas superficies mucosas dos ldbios, cavidade oral, faringe e laringe
(Holland et al., 2003).

O numero estimado de casos novos de cancer de cabega e pesco¢o nos Estados
Unidos, em 2003, foi de 37.200 casos. Estes representaram cerca de 3% do total de casos
novos de cncer, excluindo os de pele, para o pais naquele ano (Jemal et al., 2003).

Os dados epidemioldgicos do cancer de cabeca e pesco¢o ndo sdo totalmente
conhecidos no Brasil. Entretanto, segundo estimativas de incidéncia de cancer, obtidas em
enderecos eletronicos disponibilizados para dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
(Brasil, Ministério da Saide 2005), foram previstos 13.470 novos casos do cancer de
cavidade oral para o ano de 2006 no pais, dentre os quais 4.330 casos ocorreriam no estado
de Sao Paulo. Ainda, o Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) funciona como referéncia para o atendimento médico de casos complexos da
chamada macrorregiao de Campinas, com 90 municipios e seis milhdes de habitantes. Foi
estimada por profissionais da Fundagdo Oncocentro de Sao Paulo (FOSP) (Sao Paulo,
Secretaria da Sauide 2005), a ocorréncia de 710 casos novos de cancer da cavidade oral em
5.510 casos novos de cancer, excluindo os de pele, para a regido no ano de 2006, o que
representaria cerca de 13% do total de casos. Estes dados indicaram que os tumores de
cabeca e pescogo parecem freqiientes em nossa regiao.

O cancer de cabeca e pescogo € determinado por fatores ambientais e genéticos.

Entre os fatores ambientais considerados predisponentes para a ocorréncia da
doencga, merecem destaque os habitos de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas e a ingestio
habitual de carnes assadas e alimentos gordurosos (Wunsch, 2002; Brennan et al., 2004;
Sidransky, 2005; Golas, 2007; Hashibe et al, 2007). Em contraste, a ingestdo de frutas e
vegetais frescos, que contém vitaminas A, C e beta carotenos, parece atuar como fator de
prote¢do contra a ocorréncia de neoplasias epiteliais (Maserejian et al., 2006; Vecchia et
al., 1997). O papilomavirus humano (HPV), particularmente o HPV-16, foi identificado em

aproximadamente 25% dos carcinomas de cabeca e pescoco (Sidransky, 2005). Ja os



poluentes do ar, como a fumaca dos carros por combustdo de material organico, a exaustao
de motores a diesel ou gasolina e os processos industriais, como a producao de aluminio e a
gaseificagdo do coque, promovem a liberacdo de carcindgenos, como os hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs), e parecem associados a ocorréncia do cincer de cabeca e
pescogo (Pereira et al., 2000).

Por outro lado, a ativagdo de proto-oncogenes, como o RAS e o CCNDI e a
perda de funcdo dos supressores tumorais P53 e P16 estdo associadas com a origem do
cancer de cabeca e pescoco (Sydransky, 2005). Ainda, alguns genes que atuam no
metabolismo de carcindégenos ambientais, como o GSTMI e o GSTTI, do sistema da
glutationa S-transferase, e o CYPIAI, do sistema do citocromo P450, também parecem
participar da carcinogénese da doenca. Estes genes sdo polimoérficos em humanos e seus
gendtipos distintos foram identificados com freqii€ncias varidveis em individuos saudéveis
de diferentes populacdes étnicas (Hayes & Pulford, 1995; Masson et al, 2005; Gattés et al,
2006). Os genoétipos variantes pareceram alterar o risco de ocorréncia dos tumores de
cabeca e pesco¢o em alguns estudos (Katoh et al., 1999; Sato et al., 1999; Hanna et al.,
2001; Shama et al., 2002; Amador et al., 2002; Hashibe et al., 2003; Gajecka et al., 2005;
Malgorzata et al., 2005; Bolt & Thier, 2006; Gattds et al., 2006), mas ndo em outros
(Tanimoto et al., 1999; McWilliams et al., 2000; Figueras et al., 2002; Hahn et al., 2002;
Brennan et al., 2004; Unal et al., 2004; Biselli et al., 2006; Cha et al., 2007).

Outro aspecto de interesse na doenca € a sobrevida de seus portadores. Cerca de
60-80% dos pacientes com tumores iniciais (estddios 0, I e II) e menos de 30% daqueles
com tumores avancgados (estddios III e IV) sobrevivem por cinco anos ou mais que cinco
anos (Holland et al., 2003; Mendenhall et al., 2005).

A alta incidéncia de tumores de cabeca e pesco¢o em paises em
desenvolvimento, a possivel influéncia de genes que atuam no metabolismo de
carcindgenos e cujos gendtipos variam em individuos de diferentes etnias e, ainda, as
alarmantes reduzidas taxas de sobrevida daqueles com doenca avangada, justificam a busca

de maior conhecimento sobre a etiologia e a fisiopatologia da doenca em nossa populacao.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos clinicos

O cancer de cabeca e pesco¢o usualmente se apresenta como um conjunto de
sinais e sintomas que incluem lesdes de cavidade oral, o aumento de volume da regido
cervical, a dificuldade de ingestdao de alimentos, a rouquiddo, o sangramento e a dor no
local do tumor ou de suas extensdes (Holland et al., 2003; Mendenhall et al., 2005).

A incidéncia da doenga aumenta com a idade, a semelhanca das demais
neoplasias (Bernardi et al., 2005; Mendenhall et al., 2005). Acomete individuos com idade
maior do que 40 anos, sendo que a maioria dos casos € identificada em individuos com
idade maior do que 50 anos (Mehrotra et al., 2003; Bernardi et al., 2005; Mendenhall et al.,
2005). Acomete mais freqiientemente homens do que mulheres, que guardam entre si uma
relagdo de 5:2 (Brennan et al., 2004; Mendenhall et al., 2005).

O tipo histopatolégico mais comum € o carcinoma de células escamosas (CEC),
identificado em cerca de 90-95% dos casos da doenga (Brennan et al., 2004). Este é
usualmente classificado de acordo com o grau de diferenciacdo de suas células em
indiferenciado, pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem diferenciado (Mori
et al., 1998). O progndstico dos pacientes com CEC de cabega e pescogo varia com o grau
de diferenciacdo do tumor, sendo que sobrevidas curtas foram associadas a tumores
indiferenciados ou pouco diferenciados (Costa et al., 2005). Um outro fator com
significado progndstico para pacientes com CEC de cabeca e pescoco é a extensdo de
acometimento do tumor. Esta € usualmente avaliada pelo sistema TNM, com base nas
normas do American Joint Comittee on Cancer (Greene et al., 2004). O sistema TNM
considera a extensdo de acometimento local do tumor (T) e a presenca ou a auséncia de
metéstases para linfonodos (N) e para regides distantes. Cinco grupos de pacientes sdo
identificados (estddios 0, I, II, IIl e IV), sendo que as menores probabilidades de
sobrevivéncia foram observadas em pacientes com a forma avangada da doenca (estadios
III e IV) (Mori et al., 1998; Costa et al., 2005). De fato, quando o diagndstico é precoce, o
tratamento cirdrgico radical ou a radioterapia oferecerem sobrevida de cinco anos para a

maior parte dos pacientes (Lang et al., 2004; Mendenhall et al., 2005; Yukako et al., 2005).



Entretanto, em geral, estes chegam aos hospitais de referéncia com doenca avancada, o que
torna seus progndsticos reservados, mesmo quando adequadamente tratados (Neville et al,

1998; Mendenhall ef al., 2005; O’Sullivan, 2005).

2.2 Aspectos ambientais

Os aspectos ambientais sdo de grande importancia para a origem da doenca.
Individuos com os hdbitos de fumar e ingerir bebidas alcodlicas tiveram maior
probabilidade de desenvolver CEC de cabeca e pesco¢o do que os demais (Wunsch, 2002;
Brennan et al., 2004; Mendenhall et al., 2005; Hashibe et al, 2007; Golas, 2007).

Os tabagistas, por contato com os HPAs e as nitrosaminas do tabaco e sua
fumaca, estiveram sob risco quatro a 15 vezes maior de cancer da boca que os ndo
tabagistas (Kowalski er al., 2006). J4 o risco de cancer da boca, em etilistas, foi nove vezes
maior do que o risco da doenga naqueles que ndo ingeriram bebidas alcodlicas (Kowalski et
al., 2006). O efeito do alcool na carcinogénese foi atribuido a um de seus metabdlitos, o
acetaldeido, que causou mutacdes no DNA de células com as quais entrou em contato
(Gallegos-Hernandez, 2006). Ainda, risco 35 vezes maior de cancer da boca foi observado
em individuos que fumaram e ingeriram bebidas alcéolicas, quando comparados a
individuos sem estes vicios (Abbas er al., 2004; Durazzo et al., 2005; Kowalski et al.,
2006), indicando que tabaco e dlcool agem de forma sinérgica na origem dos tumores.

O padrdo da dieta parece contribuir para a ocorréncia da doenca, sendo que o
risco ao CEC de cabeca e pescoco foi descrito como inversamente proporcional a ingestao
de vegetais e frutas frescas (Brasil, Ministério da Sadde 2006). Alto risco de CEC de
faringe foi observado em individuos com a sindrome de Plummer-Vinson e caréncia de
ferro. A possivel explicacdo para o fato € a de o ferro € fundamental para a imunidade
celular e o funcionamento normal das células epiteliais do trato digestivo superior (Neville
et al., 1998). Ainda, o cozimento de carnes a elevadas temperaturas produz HPAs e sua
ingestdo foi descrita como fator de predisposi¢cdo a doenca (Brennan e al., 2004; Ray,

2005).



2.3 Aspectos genéticos

Anormalidades genéticas também contribuem de forma fundamental para o
CEC de cabeca e pescogo. A ativagdo de proto-oncogenes, como o RAS , o CCNDI e o
BCL-2, a perda de funcdo dos supressores tumorais P53 e P16, bem como a instabilidade
de microsatélites, parecem estar associadas a ocorréncia do cancer de cabeca e pescoco
(Wang et al.,, 2002; Mathias et al., 2003; Ronchetti et al., 2004; Sydransky, 2005).
Entretanto, ndo foram ainda identificadas anormalidades génicas recorrentes, que
caracterizem estes tumores.

As glutationa S-transferases (GSTs) constituem uma familia de enzimas
detoxificantes do mecanismo de prote¢do contra a carcinogénese quimica (Hayes &
Pulford, 1995). Estas enzimas catalisam a conjuga¢do de moléculas eletrofilicas de
carcindgenos a glutationa reduzindo-os a produtos menos toxicos (Hayes & Pulford, 1995).

As concentragdes das GSTs sdo reguladas por elementos da dieta e pelo héibito
de fumar (Slaterry et al., 2000). Alguns vegetais cruciferos, como o brdcolis e a couve de
bruxelas (Lin et al., 1998), e o café (Slaterry et al., 2000) foram descritos como indutores
da producdo das GSTs ou ativadores destas enzimas. O tabagismo também foi descrito
como um indutor da producdo das GSTs (Slaterry et al., 2000). Este poderia constituir o seu
efeito benéfico, pois altos niveis de GSTs parecem necessdrios para fumantes, para a
detoxificagcdo dos carcindgenos provenientes do cigarro (Slaterry et al., 2000).

As concentragdes das GSTs sdo também reguladas por variantes hereditdrias
dos genes que as codificam (Slaterry et al., 2000). Cinco classes de genes codificam estas
proteinas em humanos: alpha, mu, pi, sigma e theta (Hayes & Pulford, 1995).

O gene GSTM1, da classe mu, contém oito éxons e estd localizado no braco
curto do cromossomo 1, na regido 1pl13. Ja o gene GSTT1, da classe theta, contém cinco
éxons e estd localizado no braco longo do cromossomo 22, na regido 22qll. Os genes
GSTM1 e GSTTI sao polimérficos em humanos (Hayes et al., 2005) e estdo ausentes ou
deletados de forma homozigética em 40-50% e 15-25% dos invividuos de diferentes
populacdes étnicas, respectivamente (Hayes & Pulford, 1995; Nelson et al., 1995; Arruda et

al., 1998). Assim, hipoteticamente, individuos com a dele¢cdo homozigodtica destes genes



parecem mais susceptiveis ao desenvolvimento de doencgas atribuidas a exposi¢do a
carcindgenos.

Os resultados de estudos epidemioldgicos prévios indicaram a associa¢do da
delecao homozigodtica do gene GSTM 1 ao aumento do risco de CEC de cabecga e pescoco
em alguns estudos (Katoh et al., 1999; Sato et al., 1999; Hanna et al., 2001; Shama et al.,
2002; Hashibe et al., 2003; Gajecka et al., 2005; Malgorzata et al., 2005; Bendjemana et
al., 2006; Duarte et al., 2006; Gattds et al., 2006), mas, ndo houve associacdo deste
gendtipo com a doenca em outros estudos (Tanimoto et al., 1999; McWilliams et al., 2000;
Figueras et al., 2002; Hahn et al., 2002; Brennan et al., 2004; Evans et al., 2004; Unal et
al., 2004; Biselli et al., 2006; Sugimura et al., 2006; Cha et al., 2007). De forma
semelhante, a influéncia da delecdo do gene GSTTI em CEC de cabega e pescoco foi
também controvertida (Katoh et al, 1999; McWilliams et al., 2000; Hanna et al., 2001;
Shama et al., 2002; Evans et al., 2004; Xie et al., 2004; Canalle et al., 2004; Malgorzata et
al., 2005; Liu et al., 2005; Biselli et al., 2006; Minardi et al., 2006; Sugimura et al., 2006).
Ainda, ndo foi definido se as delecdes homozigébticas dos genes GSTMI e GSTTI estao
associadas com varidveis clinico-patoldgicas de pacientes com CEC de cabeca e pescogo,
como a idade de manifestacdo da doenga, o sexo, a raga, o tabagismo, o etilismo, o padrao
da dieta, a localizagdo, o grau de diferenciacdo do tumor e a extensdo de acometimento do
mesmo (Cabelguenne et al., 2001; Unal et al., 2004; Gaudet et al., 2004; Leichsenring,
2005).

A CYPIAI pertence a familia das enzimas do sistema do citocromo P450,
produzidas predominantemente por hepatdcitos (Miyamoto et al., 2005). Conhecida como
enzima de fase I, a CYPIAI atua na bioativacdo de varios agentes quimicos, incluindo os
HPAs. Com a oxidacdo destes carcindgenos, hd producdao de substdncias intermedidrias
extremamente reativas, e portanto, mais toxicas para as células de tecidos diversos (Bowen
et al., 2003). Estas, entretanto, podem ser transformadas em compostos soliveis em dgua,
pelas enzimas de fase II (GSTs). Estes compostos podem ser excretados pelo organismo,
terminando assim o processo de desintoxicagdo (Canalle et al., 2004).

Um polimorfismo, o T6235C ou M1, na posi¢do 6235 da cadeia de DNA do

gene determina a substituicdo de timina por citosina. Essa substituicdo cria um sitio de



restri¢do para a enzima Mspl, na regido ndo-codificada da extremidade 3’ do gene (D’al6 et
al., 2004; Li et al., 2004), que possibilita a diferenciacdo dos alelos selvagem e variante.
O alelo variante C codifica uma enzima mais eficaz na ativagdo de carcindgenos (Cascorbi
et al., 1996; Hahn et al., 2002; Gattas et al., 2006). O genétipo variante CC, em
homozigose, foi observado em 5% a 20% dos individuos de diferentes populacdes étnicas
(Duell et al., 2002; Wang et al., 2003; Canalle et al., 2004; Li et al., 2004).

Freqiiéncias maiores do gendtipo variante CC foram observadas em pacientes
com CEC de cabeca e pescoco quando comparados a individuos sauddveis em alguns
estudos (Sato et al., 1999; Tanimoto et al., 1999; Varzim et al., 2003; Gajecka et al., 2005),
mas, ndo em outros (Brennan et al., 2004; Malgorzata et al., 2005; Sugimura et al., 2006).

Um outro polimorfismo, o A4889G ou M2, determina a troca de adenina por
guanina na posi¢ao 4889 do éxon 7 do gene, com a conseqiiente substituicdo da isoleucina
(Ile) por valina (Val) na proteina codificada (Persson et al., 1997; D’al6 et al., 2004). O
alelo variante G, determina a producdo de enzima mais eficaz na ativacao de carcinégenos
(Persson et al., 1997; Cascorbi et al., 1996; Hahn et al., 2002; Masson et al., 2005). O
gendtipo variante GG, em homozigose, foi identificado em cerca de 5% dos individuos de
diferentes populagdes étnicas (Quifiones et al., 2001; Duell et al., 2002; Hashibe et al.,
2003; D’alé et al., 2004; Li et al., 2004; Masson et al., 2005; Seremak et al., 2005).

Freqiiéncias maiores do genétipo variante GG foram observadas em pacientes
com CEC de cabecga e pescoco, quando comparados a individuos saudédveis em alguns
estudos (Tanimoto et al., 1999; Sreelekha et al., 2001; Kao et al., 2002; Cha et al., 2007).
Entretanto, freqiiéncias similares do gendtipo foram identificadas nos dois grups de
individuos em outros estudos (McWilliams et al., 2000; Hahn et al., 2002; Xie et al., 2004;
Leichsenring et al., 2005).

Dois estudos foram conduzidos para verificar as influéncias dos genes GSTM 1,
GSTTI e CYPIAI no risco de ocorréncia do CEC de cabeca e pescogo no estado de Sao
Paulo (Gattas et al., 2006; Biselli et al., 2006) e resultados contraditérios foram obtidos.
Ainda, os autores ndo avaliaram as influéncias dos genes na doenca, em individuos com
distintos padrdes da dieta e com distintas aspectos andtomo-patolégicos e bioldgicos do

tumor.



O cancer € a segunda causa de 6bito na regido sudeste do Brasil (Duncan et al.,
1992) e os tumores de cabeca e pescoco parecem freqiientes em nossa regido (Sao Paulo,
Secretaria da Saiude 2005). Por outro lado, o tabagismo e o etilismo constituem problemas
importantes na satide de individuos da nossa populacio (Brasil, Ministério da Satde 2006).
Ainda, a populacao brasileira é altamente heterogénea, composta por indigenas e imigrantes
da Europa, Asia e Africa (Arruda et al., 1998; Alves et al, 2000; Carvalho et al, 2001) e os
papéis dos genes GSTM1, GSTTI e CYPIAI ndo foram completamente estabelecidos em
individuos do estado de Sao Paulo.

Frente ao exposto, nos pareceu de interesse avaliar as freqiiéncias dos
polimorfismos génicos em pacientes com CEC de cabeca e pescoco e individuos sauddveis

de nossa regido.



3 PROPOSICAO

Avaliar pacientes com CEC de cabecga e pescoco, atendidos no Hospital das
Clinicas, e um grupo de individuos normais, doadores de sangue do Hemocentro da

UNICAMP, tendo como objetivos:

e Verificar se as delecoes homozigéticas dos genes GSTMI e GSTTI, do sistema da
glutationa S-transferase, influenciaram o risco de ocorréncia do CEC de cabeca e
pescoco;

e Verificar se as dele¢cdes homozigbticas dos genes GSTMI e GSTTI estiveram
associadas a idade, ao sexo, a raga, aos habito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas e ao
padrdo alimentar de pacientes e a localizag@o, ao grau de diferenciagdo e ao estddio do
tumor;

e Verificar se os polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYPIAI, do sistema do
citocromo P450, influenciaram o risco de ocorréncia do CEC de cabeca e pescocgo e,

e Verificar se os polimorfismos T6235C e A4889G estiveram associados a idade, ao
sexo, a raca, aos habitos de fumar e ingerir bebidas alcéolicas e ao padrao alimentar dos

pacientes e a localizacdo, ao grau de diferenciacdo e ao estddio do tumor.



4 MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 142 pacientes com CEC de cabeca e pescoco atendidos por
ocasidao do diagndstico ou durante o seguimento clinico, no ambulatério de Oncologia
Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Foram
excluidos da casuistica os pacientes com outros tipos histolégicos de tumor que ndo o CEC
e 0s que ndo aceitaram participar do estudo proposto.

Foi estudado também um grupo controle, constituido por 142 doadores de
sangue atendidos no Hemocentro da UNICAMP, pareados por idade, sexo, etnia e hdbito de
fumar aos pacientes, e que nao referiram perda de peso ou CEC de cabeca e pescoco.

O tamanho amostral do estudo, 100 pacientes com CEC de cabeca e pescogo e
100 controles, foi calculado com base nas freqiiéncias gé€nicas descritas para individuos
normais dos estados de Sao Paulo (Biselli et al., 2006; Gattas et al., 2006) e Minas Gerais

(Duarte et al., 2006), de acordo com as normas definidas por Beiguelman (1995).

4.1 Avaliacao clinica

Os dados relativos a identificacdo, a idade, ao sexo, a etnia, ao habito de fumar,
ao etilismo e ao padrdo da dieta, foram obtidos por meio de questiondrios especificos em
pacientes, pela propria pesquisadora responsdvel pelo estudo. Estes foram distribuidos de
acordo com a idade, o sexo, a etnia, o habito de fumar, o etilismo e o padrao alimentar.

Os dados relativos a identificagdo, a idade, ao sexo, a raca e ao hédbito de fumar
foram também obtidos por meio de questiondrios especificos em controles. Estes foram
distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a raca e o hébito de fumar.

Foram considerados tabagistas os pacientes que mantiverem o hibito de fumar
até o momento do diagnéstico do CEC de cabeca e pescog¢o. Foram considerados ndo
tabagistas aqueles que nunca fumaram e ex-tabagistas aqueles que mantiveram o habito de
fumar até, no maximo, cinco anos antes do diagnéstico do CEC de cabeca e pescogo, de
acordo com o proposto por Freedman et al. (1996). Os habitos de consumo de tabaco foram
classificados como discretos, menos de dez cigarros consumidos ao dia por menos de dez

anos, ou acentuado, 30 ou mais cigarros consumidos ao dia por 30 anos ou mais, ou o

11



habito de fumar charuto ou cachimbo no mesmo periodo. Foi considerado como tabagismo
moderado, o consumo situado em qualquer outro tipo distinto dos descritos (Huang et al.,
2003). Os controles foram considerados apenas como tabagistas ou ndo tabagistas, se
fumavam ou ndo fumavam no momento da doacédo de sangue.

Foram considerados usudrios de bebidas alcodlicas aqueles que ingeriam algum
tipo de bebida alcodlica pelo menos uma vez na semana de forma regular. O hdbito foi
classificado como discreto, quando havia ingestio de uma até sete doses de bebida
alcodlica por semana. Foi considerado moderado, quando havia ingestdo de oito até 42
doses por semana e acentuado, quando havia ingestdao de 43 doses ou mais por semana. Os
demais casos, foram classificados como nédo usuarios de bebidas alcodlicas, de acordo com
os critérios estabelecidos por Huang et al. (2003). Vale comentar que foi considerado como
um drinque o equivalente a 355 ml de cerveja ou 148 ml de vinho ou ainda 44 ml de bebida
destilada, de acordo com padrdo estabelecido pelo U.S. Departament of Agriculture
(USDA) e U.S. Departament of Health and Human Services (USDHHS) (National Institute
on Alcohol Abuse and Alcoholism-NIAAA, 1995).

O padrio da dieta foi investigado por meio de questiondrio especifico
(Anexo 1), aplicado aos pacientes pela propria pesquisadora responsavel pelo estudo.
Foram considerados particularmente os alimentos considerados predisponentes e protetores
para o desenvolvimento de cancer (Brasil, Ministério da Saude 2006). A classificacdo dos
pacientes como pertencentes a grupos com ingestdo adequada ou inadequada de carnes,
frutas, verduras, legumes e leguminosas teve como base a recomendac¢do do Ministério da
Sdude e Agricultura (Brasil, Ministério da Satide 1997).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a raga, os
habitos de fumar e ingerir bebidas alcodlicas e o padrdo da dieta. Os controles foram
distribuidos apenas por idade, sexo, raca e habito de fumar.

Os resultados dos exames laboratoriais necessdrios ao diagndstico, a
determinacdo do tipo histoldgico, grau de diferenciacao, localizagdo e do estddio do tumor,
foram obtidos dos prontudrios de cada paciente.

O diagnéstico do CEC de cabeca e pescogo foi realizado em cortes histolégicos

de fragmentos do tumor incluidos em parafina e corados por hematoxilina e eosina. Cada
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tumor foi classificado de acordo com o grau de diferenciagdo: bem diferenciado,
moderadamente diferenciado, pouco diferenciado e indiferenciado (Mori et al., 1998).

Foi considerada a localizagdo do CEC de cabeca e pescogo descrita no exame
anatomo-patolégico e classificada em quatro diferentes subgrupos: cavidade oral e 1dbios,
faringe, laringe e cavidade nasal e seios paranasais. O estddio do tumor foi determinado
com base nos resultados obtidos do exame clinico, da tomografia computadorizada do
pescoco e do raio X de térax, de acordo com o proposto pelo American Joint Comitte on
Cancer (Greene et al., 2004) (Anexos 2 ao 24).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a localizagdo, o grau de

diferenciac¢do e o estddio do tumor.

4.2 Analise molecular dos genes GSTM1, GSTT1 e CYPIAI

4.2.1 Extraciao do DNA a partir dos leucdcitos

O método utilizado para a extracdo do DNA foi o descrito por Woodhead et al.
(1986), com modifica¢des. De forma suscinta, foram colhidos 10 ml de sangue periférico
de cada paciente e controle, em frasco estéril com anticoagulante, 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Os frascos foram rotulados e enviados para o
Laboratério de Citogenética Convencional e Molecular do Hemocentro, onde os materiais
permaneceram armazenados a 4°C até o processamento.

A amostra descongelada foi centrifugada a 1300 rpm por dez minutos. Apds o
descarte do plasma, 500 pl dos eritrdcitos foram lisados em um tubo c6nico de 1,5 ml com
uma mistura de sacarose 320 mM, Tris HCI 10 mM ph 7,5, MgCl12 5 mM e Triton X-100
1%. A seguir, o botdo de células obtidos foi ressuspenso em uma mistura de Tris HCI ph
7,5, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM e dodecil sulfato sédio (SDS) 20%, compondo um
tampdo de digestdo de proteinas, juntamente com a proteinase K 20 mg/ml e levado ao
banho-maria a 55°C por duas horas. Em seguida, foram adicionados 200 ul de cloreto de
litio e levado ao freezer a — 20°C durante 15 minutos. Apods, foi retirado do freezer e

centrifugado por dez minutos a 1300 rpm e o sobrenadante foi transferido para outro tubo
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conico de 1,5 ml. A seguir, o DNA foi precipitado em etanol absoluto, re-hidratado em

alcool 70% e diluido em dgua estéril a 37° C.

4.2.2 Identificacao dos genotipos dos genes GSTM1 e GSTT1

Os éxons 4 ¢ 5 do gene GSTM1 e o éxon 4 e o intron 4 e do gene GSTT/ foram
amplificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Um fragmento do gene
da globina beta, incluindo o éxon 3 e a seqiiéncia dos introns 2 e 3, foi amplificado na
mesma reacdo e serviu como controle da amostra de DNA (Saiki ef al., 1988). A PCR
multiplex foi realizada com a utilizagdo de uma mistura de 5 pl de tampdo (10 mM de
Tris—HCL, pH 8,4 ¢ 50 mM de KCl), 2,5 ul de 3,0 mM de MgCl2, 1,0 ul da mistura de
nucleosideos trifosfatos-dNTPs (0,4 mM de cada nucleosideo trifosfato), 0,5ul de cada
iniciador: GSTM direto (5’-CTGC CCTACTTGATTG-ATGGG-3’) e reverso (5’ -CTGG-
ATTGTAGCAGATCATGC-3’), GSTTI direto (5’-TTC-CTTACTGGTCCTCACATCTC-
3’) e reverso (5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’) e globina beta direto (5’-ATACA-
ATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3’) e reverso (5’ -GTATTTTCCCAAGGTTTGAACT-
AGCTC-3"), 2,0 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e 2,0ul
de DNA genomico de cada individuo em volume final de 50ul. A reacdo compreendeu 35
ciclos de incubagdo a 95°C (1 minuto), a 62°C (1 minuto) e a 72°C (1 minuto), como
previamente descrito (Arruda et al., 1998).

Fragmentos de 273 pares de bases (pb), 480 pb e 630 pb foram obtidos com a
amplificagdo das regides especificadas para os genes GSTMI, GSTTI e globina beta,
respectivamente. A presenca ou a delecdo homozigoética dos genes GSTM1 e GSTT1 foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 2,0%. Os gendtipos foram avaliados apenas
quando foi identificada uma banda correspondente a amplificacdo do fragmento do gene da
globina beta.

Os pacientes e controles foram distribuidos de acordo com os gendtipos dos
genes GSTM1 e GSTTI1. Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI foram também
avaliados em pacientes estratificados de acordo com a idade, o sexo, a raga, os habitos de
fumar e de consumir bebida alcodlica. Foram também avaliados em pacientes estratificados

de acordo com o padrdo de ingestdo de carnes, aves e peixes, vegetais e cereais. Foram

14



também avaliados em pacientes estratificados pelos aspectos andtomo-patoldgicos e

biolégicos do tumor como localizacdo, grau de diferenciacdo e estddio TNM do tumor.

4.2.3 Identificacao dos genotipos do gene CYPIAI

A porcao do éxon 7 do gene CYPIAI que contém o polimorfismo T6235C foi
amplificado por PCR. De forma suscinta, foram adicionados em tubo conico de 0,6 ml, 2,0
ul de DNA a ser estudado, 5 ul de tampdo da enzima (50 mM de cloreto de potéssio e 10
mM de Tris-HCI pH 8,4), 2,5 ul de 2,5 mM de cloreto de magnésio e 0,5 ul de 0,1 mM de
cada iniciador descrito por Cascorbi et al. (1996): direto (5’-GGCTGAGCAATCTGACC-
CTA-3’) e reverso (5 -TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’), 1ul da mistura de
nucleosideos trifosfato-dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 0,2mM de cada um), e de 2,0
U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA), em um volume final de
50 pl

A reagdo de PCR, foi conduzida inicialmente por um ciclo a 94°C durante 5
minutos, para inativagdo de proteases que pudessem interferir com a reacdo enzimadtica e
posteriormente, por 35 ciclos de amplificacdo em termociclador (M.J. Research Inc,
Waltham, Massachusetts, US). Cada ciclo foi realizado a 94°C durante 30 segundos (para a
desnaturagdo do DNA), a 63°C durante 1 minuto (para a ligacdo complementar entre os
iniciadores € 0 DNA) e a 72°C durante 1 minuto (para a sintese do DNA com a enzima Tagq
DNA polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto de amplificagdo foi mantido a 72°C
durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA). A seguir, as amostras foram mantidas
sobre refrigeracdo a 4°C. Controles positivo (individuo com o gendtipo selvagem em
homozigose) e negativo (dgua) foram usados em todas as reagdes.

Oito pl dos produto da PCR foram submetidos a corrida eletroforética, em cuba
de eletroforese horizontal, em gel de agarose a 2% com brometo de etideo, para a
visualizagdo dos fragmentos amplificados sob luz ultravioleta. Fragmentos de 899 pb
corresponderam a regido do gene CYPIAI que contém o polimorfismo T6235C.

A substituicao da timina pela citosina criou um sitio de restri¢do para a enzima
Mspl (Fermentas Inc; Hanover, USA) apenas no alelo variante (D’alo et al., 2004). Assim,

a diferenciacdo dos alelos selvagem e variante foi realizada por digestdo enzimdtica dos

15



fragmentos amplificados. Para tal, a mistura de 10 pl do produto da PCR, 3,25 ul de dgua
estéril, 1,50 ul de tampao e 0,25 ul da enzima Mspl (Fermentas Inc; Hanover, USA) foi
colocada em banho maria, a 37° C durante toda a noite. O produto da reacao foi analisado
por eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etideo, para a visualizacdo do
fragmento amplificado sob luz ultravioleta. Um unico fragmento de 899 pb correspondeu
ao alelo selvagem T e fragmentos de 206 pb e 693 pb corresponderam ao alelo variante C
(Cascorbi et al., 1996).

Ja para a amplificacdo da parte do éxon 7 do gene CYPIAI que contém o
polimorfismo A4889G foram adicionados em tubo conico de 0,6 ml, 2 pul de DNA a ser
estudado e iguais concentracoes dos demais reagentes usados para deteccdo do
polimorfismo T6235C acima citadas e os iniciadores direto (5’- CTGTCTCCCTCTGGTT-
ACAGGAAGC-3’) e reverso (5’-TTCCACCCGTTGCGCAGGATAGCC-3’), descritos
por Cascorbi et al. (1996), totalizando em volume final de 50 pl. A reagdo de PCR foi
conduzida de maneira similar a descrita anteriormente. Apenas a temperatura para
inativacdo das proteases foi de 95°C. Controles positivo (individuo com genétipo variante)
e negativo (dgua) foram usados em todas as reagdes.

A seguir, 8 ul do produto da PCR foram submetidos a corrida eletroforética, em
cuba de eletroforese horizontal, em gel de agarose a 2% com brometo de etideo, para a
visualizagdo dos fragmentos amplificados sob luz ultravioleta. Fragmentos de 204 pb
correspoderam a regido do gene CYP1A1 que contém o polimorfismo A4889G.

A substituicdo da adenina por guanina aboliu um sitio de restricio para a
enzima BsrDI (Fermentas Inc; Hanover, USA) apenas no caso do alelo variante (D’alo et
al., 2004). Assim, a diferenciacdo dos alelos selvagem e variante foi realizada por digestao
enzimatica dos fragmentos amplificados. Para tal procedimento, a mistura com as mesmas
quantidades de produto da PCR, H20 estéril, tampado e da enzima BsrDI (Fermentas Inc;
Hanover,USA) foi colocada em banho-maria, a 55°C durante a noite toda. Os produtos da
reacdo foram submetidos a corrida eletroforética, em cuba de eletroforese horizontal, em
gel de agarose a 2% com brometo de etideo, para a visualizagdo dos fragmentos

amplificados sob luz ultravioleta. Os fragmentos de 204 pb corresponderam ao alelo
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variante G enquanto que os fragmentos de 149 e 55 pb correponderam ao alelo selvagem A
(Cascorbi et al., 1996).

Foram consideradas amostras com DNA obtidas em escassas quantidades,
aquelas nas quais ndo foi observado o fragmento de 899 pares de base ou 204 pares de base,
respectivamente.

Os pacientes e controles foram distribuidos de acordo com os gendtipos dos
polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYPIAI.

Os polimorfismos dos genes T6235C e A4889G do gene CYPIAI foram
também avaliados em pacientes estratificados de acordo com a idade, o sexo, a raga, € 0s
habitos de fumar e de consumir bebida alcodlica. Foram também avaliados em pacientes
estratificados de acordo com o padrdo de ingestdo de carnes, aves e peixes, de frutas, de
vegetais e de cereais. Foram também avaliados em pacientes estratificados pelos aspectos
anatomo-patolégicos e biolégicos do tumor como localizagdo, grau de diferenciacdo e

estadio do tumor.

4.3 Aspectos éticos

O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue periférico obtidas por
ocasido da punc¢do venosa realizada para a coleta de exames necessdrios ao diagndstico ou
acompanhamento clinico dos pacientes e de uma tnica pun¢do venosa em controles durante
doagdo de sangue.

O raio X de térax e a tomografia computadorizada do pescoco foram exames
realizados de rotina para o estadiamento da doenca e para as determinacdes do progndstico
e da terap€utica a ser administrada. Nenhum material adicional foi coletado dos pacientes
ou controles.

Os procedimentos foram realizados apds a assinatura dos termos de
consentimento por pacientes e controles (Anexos 25 e 26) e a aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Parecer n° 446/2005,
CAAE: 0241.0.146.000-05) (Anexo 27).
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4.4 Analise estatistica

O significado estatistico das diferencas entre grupos foi calculado por meio do
teste da probabilidade exata de Fisher ou Qui-quadrado (anélise univariada).

As determinag¢des dos riscos de ocorréncia do CEC de cabega e pescogo, a que
os pacientes e controles foram ou estdo submetidos, foram obtidas por meio das razdes das
chances (ORs) e calculadas considerando um intervalo de confianca (IC) de 95%.

Os valores das ORs foram corrigidos por meio de modelos de regressao
logistica multipla, tendo como varidvel dependente o grupo (pacientes e controles) e como
varidveis independentes: a idade, a raga, o sexo e o hdbito de tabagismo. Regressdo
logistica foi também utilizada para verificar a interacio entre varidveis clinicas e andtomo-
patoldgicas e biologicas do tumor.

O teste de verificagdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado com o
intuito de verificar se ocorre distribuicdo preferencial de algum dos genétipos avaliados no
grupo de pacientes e controles utilizados no estudo (Beiguelman, 1995).

As andlises foram realizadas com a utilizacdo do programa estatistico SAS
System for Windows (Statistical Analysis System; Cary, North Carolina, US), versdo 9.1.3
(Conover, 1971; Hosmer & Lemeshow, 1989).
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos
As distribui¢des individualizadas dos 142 pacientes com CEC de cabeca e

pescoco, estratificados por aspectos clinicos, estdo apresentadas nos Anexos 28 a 30.

As freqiiéncias da distribuicio desses pacientes, de acordo com as

caracteristicas clinicas, estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Distribuicdo dos 142 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e

pescoco de acordo com a idade, o sexo e a raga

Variaveis Nimero de pacientes (%)

Idade (anos) 142 (100,0)
<57 69 (48,6)
>57 73 (51,4)

Sexo 142 (100,0)
Masculino 134 (94.4)
Feminino 8 (5,6)

Raca 142 (100,0)
Caucasoide 111 (78,2)
Negroide 31 (21,8)

Os pacientes apresentaram idade entre 31 e 93 anos (média + DP: 58 + 10 anos,
mediana: 57 anos). Cerca da metade da casuistica foi constituida por pacientes com idade
maior ou igual a 57 anos. A distribuicio dos pacientes por sexo mostrou um forte
predominio da doenga em pacientes do sexo masculino em relacio aos do feminino,
guardando uma relag@o entre si de 17:1. J& a distribui¢do dos pacientes por raca, mostrou

que a doenca ocorreu predominantemente em caucasoéides.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos 142 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e

pescoco de acordo com o hdbito de fumar, ingerir bebidas alcodlicas e padrio

alimentar

Variaveis

Numero de pacientes (%)

Habito de fumar

140* (100,0)

Nao tabagista 5(@3,6)
Discreto 0 (0,0)
Moderado 61 (43,6)
Acentuado 74 (52,8)
Etilismo 135 *(100,0)
Nao ingere 13 (9,6)
Discreto 14 (10,4)
Moderado 43 (31,9)
Acentuado 65 (48,1)
Ingestao de carnes, aves e peixes 142 (100,0)
Preconizada 91 (64,1)
Menor que a preconizada 33(23,2)
Maior que a preconizada 18 (12,7)
Ingestao de frutas 142 (100,0)
Preconizada 66 (46,5)
Menor que a preconizada 70 (49,3)
Maior que a preconizada 6(4,2)
Ingestao de vegetais 142 (100,0)
Preconizada 68 (47,9)
Menor que a preconizada 60 (42,2)
Maior que a preconizada 14 (9,9)
Ingestao de cereais 142 (100,0)
Preconizada 24 (16,9)
Menor que a preconizada 118 (83,1)
Maior do que a preconizada 0 (0,0)

* O ndmero de casos avaliados difere do total (142) incluido no estudo porque ndo nos foi possivel

identificar o hédbito de fumar e de ingerir bebibas alccélicas em alguns individuos
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As distribui¢des dos pacientes pelo hdbito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas
demonstrou que a doenca ocorreu predominantemente em tabagistas e etilistas. Aqueles
com habito acentuado de fumar e ingerir bebidas alcodlicas constituiram cerca de metade
da casuistica do estudo.

A distribuicdo dos pacientes pelo padrdo alimentar mostrou que cerca de
metade do nimero de pacientes ingeriram frutas e vegetais em quantidade menor do que a
preconizada pelo Ministério da Sauide. Ainda, dieta carente em cereais foi identificada na
maioria dos pacientes com CEC de cabega e pescoco.

As distribuicdes individualizadas dos pacientes estratificados por aspectos
andtomo-patoldgicos do tumor estio apresentados no Anexo 31.

As freqiiéncias das distribuigdes dos 142 pacientes com CEC de cabeca
estratificados por aspectos andtomo-patoldgicos e bioldgicos do tumor estdo apresentados

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicdo dos 142 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e

pescoco de acordo com a localizagdo, a diferenciago e o estadio do tumor

Variaveis Niumero de pacientes (%)
Localizacao do tumor 142 (100,0)
Cavidade oral e 1abios 29 (20,4)
Faringe 67 (47,2)
Laringe 37(26,1)
Cavidade nasal e seios paranasais 9(6,3)
Diferenciacao do tumor 128%* (100,0)
Bem diferenciado 12.(9,4)
Moderadamente diferenciado 91 (71,1)
Pouco diferenciado 16 (12,5)
Indiferenciado 9(7,0)
Bem + moderadamente diferenciado 103 (80,5)
Pouco + indiferenciado 25 (19,5)
Estadio TNM** 137%(100,0)
I 13 (9,5)
I 21 (15,3)
I 20 (14,6)
v 83 (60,6)
I+10 34 (24,8)
o1 +I1v 103 (75,2)

* O nimero de casos avaliados difere do total (142) incluido no estudo porque ndo nos foi possivel
identificar o grau de diferenciacdo e o estddio do tumor em alguns individuos, **: estddios definidos

pelas normas do American Joint Comitte on Cancer
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A distribui¢do dos pacientes por localizacdo do tumor mostrou que cerca de
metade do nimero de tumores ocorreu na regido de faringe. J4 a regido de cavidade nasal e
seios paranasais foi a menos atingida.

A distribuic@o dos pacientes por grau de diferenciacdo do tumor mostrou que
houve predominéncia de pacientes com tumor moderadamente diferenciado.

A distribui¢do dos pacientes por estddios do sistema TNM mostrou que houve
predominancia daqueles com a doenga em estadios avancados (III e IV).

Um tumor de cavidade oral do tipo carcinoma de celulas escamosas de um

paciente avaliado no estudo (caso n® 44), estd apresentado nas figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Foi evidenciada, ao exame da cavidade oral, uma leso principal nodular, com 3,5 cm de

diametro, cor résea e superficie granulosa, recoberta por pseudomembrana esbranquigada, localizada
em palato duro. Lesdes adjacentes multiplas, com cerca de 0,5 cm de diametro e aspectos similares
aos da lesdo principal, foram também visualizadas durante o exame. As anormalidades morfolégicas,
identificadas durante o exame histolégico das lesdes, foram compativeis com o carcinoma de células

escamosas (Caso n° 44)
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As distribui¢des individualizadas dos 142 controles, estratificados por aspectos
clinicos estio apresentadas no Anexo 32.

A idade destes individuos variou entre 49 e 60 anos (média + DP: 55+ 3 anos,
mediana: 55,0 anos). Cento e trinta foram do sexo masculino e 12 do sexo feminino
(relacdo de 10,8: 1). Cento e dez foram caucaséides (77,5%), 31 foram negréides (21,8%) e
um unico controle foi asidtico (0,7%). Entre eles, 31 (21,8%) eram tabagistas e 80 (56,4%)

eram ndo tabagistas. A informac¢@o ndo pode ser obtida em 31 controles.
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Figura 2 — Carcinoma de células escamosas do palato duro, evidenciado pela coloracio H & E

(aumento original x 400) (Caso no 44)
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5.2 Analise molecular dos genes GSTM1 e GSTT1

5.2.1 Gendétipos em pacientes e controles

As distribuicdes individualizadas dos pacientes e dos controles, estratificados
pelos gendtipos dos genes GSTM1 e GSTTI, estao apresentadas nos Anexos 31 e 32,
respectivamente.

As freqiiéncias dos gendtipos dos genes GSTMI e GSTTI em pacientes e

controles estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 —  Freqiiéncias dos genétipos dos genes GSTMI e GSTTI em 142 pacientes com
carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco e em 142 controles
GSTM1 GSTTI GSTM1/T1
Presente  Deletado Presente Deletado Ambos  Um deletado Ambos
n (%) n (%) n (%) n (%) presentes n (%) deletados
n (%) n (%)
Casos 84 58 106 36 60 70 12
(59,2) (40,8) (74,7) (25.,3) (42,2) (49.,3) (8.5)
Controles 76 66 113 29 60 69 13
(53,5) (46,5) (79,6) (20,4) (42,2) (48,6) 9,2)
OR 1,00 0,80 1,00 1,32 1,00 1,01 0,92
AC95%)  (eh)  (0.49-127) (ref) (0,75 - 2,30) (ref) 0,62-1,65 (0,39 -2,18)
OR* 1,00 0,59 1,00 0,97 1,00 1,13 0,37
AC95%) () (0.28-122) (ref) (0,41 —2,24) (ref) (0,51 -2,50) (0,11 —1,14)
Valor P 0,16 0,94 0,76 0,08

n: nimero de casos, OR: razio das chances, OR*: ajustada por idade, sexo, raca e tabagismo
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Nao foram observadas diferencas entre as freqiiéncias das delecdes
homozigdticas isoladas ou combinadas dos genes GSTM1 e GSTTI em pacientes com CEC
de cabeca e pescogo e controles.

Riscos similares da doencga foram observadas em individuos com as dele¢des
isoladas ou combinadas dos genes e naqueles portadores dos genes.

Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI de alguns pacientes com CEC de

cabeca e pescoco e controles incluidos no estudo estio apresentados na Figura 3.
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Figura 3 — Multiplex-PCR para a identificacdo dos genétipos dos genes GSTMI e GSTTI do
sistema da glutationa S-transferase, em pacientes com CEC de cabeca e pescogo e controles, em gel
de agarose a 2,0%. O fragmento de 630 pares de base (pb) representa um fragmento do gene da
globina beta, utilizado como controle da amostra de DNA. Fragmentos de 480 pb e 273 pb
correspondem a presenca dos alelos GSTTI e GSTM1, respectivamente. O marcador do tamanho do
DNA, ladder 100 pb, estd apresentado na coluna 1. O resultado obtido de um individuo com delegao
combinada dos genes GSTMI e GSTTI estd apresentado na coluna 2. Os resultados obtidos em
individuos com a presenca dos alelos GSTM1 e GSTTI estio apresentados nas colunas 3,5e 6 € o
obtido em um individuo com dele¢dao homozigética do gene GSTT1 estd apresentado na coluna 4.
Os resultados obtidos de individuos com dele¢do homozigética do gene GSTM estdo apresentados

nas colunas 7 e 8
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5.2.2 Genoétipos em pacientes estratificados por aspectos clinicos
As freqiiéncias das dele¢des homozigéticas dos genes GSTMI e GSTTI em

pacientes estratificados por aspectos clinicos estdo apresentadas nas Tabelas 5, 6 e 7.

Tabela 5 — Freqiiéncias das delecdes homozigéticas dos genes GSTM 1 e GSTT1 em 142 pacientes

com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco estratificados por idade,

SeXo e raga
GSTM1 GSTTI GSTM1/T1
n
Variaveis Deletado Deletado Um deletado  Ambos deletados
n (%) n (%) n (%) n (%)

Idade (anos) 142

<57 69 28 (40,6) 16 (23.2) 38 (55,1) 3(4,3)

>57 73 30 (41,1) 20 (27.4) 32 (43.8) 9(12,3)

Valor de P 0,95 0,56 0,48 0,21
Sexo 142

Masculino 134 54 (40,3) 36 (26,9) 66 (49,3) 12 (9,0)

Feminino 8 4 (50,0) 0 (0,0) 4 (50,0) 0 (0,0)

Valor de P 0,72 0,20 1,00 1,00
Raca 142

Caucas6ide 11 47 (42.3) 29 (26,1) 58 (52,3) 9(8,1)

Negréide 31 11 (35,5) 7(22,6) 12 (38,7) 3(9,7)

Valor de P 0,49 0,69 0,21 1,00

n: nimero de casos
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Tabela 6 — Freqiiéncias das dele¢des homozigéticas dos genes GSTM1 e GSTT1 em 142 pacientes
com carcinoma de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo estratificados

pelo habito de fumar e ingerir bebidas alc6olicas

GSTM1 GSTTI1 GSTM1/T1
n
Variaveis Deletado Deletado Um deletado  Ambos deletados
n (%) n (%) n (%) n (%)
Habito de fumar 140
Nio tabagista 5 1 (20,0) 1 (20,0) 2 (40,0) 0 (0,0)
Discreto 0 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Moderado 61 23 (37,7) 12 (19,7) 29 (47,5) 3(2,1)
Acentuado 74 33 (44,6) 23 (31,1) 38 (51,4) 9(6,3)
Valor de P 0,471 0,311 0,419 0,387
Nio + Moderado 66 24 (36,4) 13 (19,7) 31 (47,0) 32,1
Acentuado 74 33 (44,6) 23 (31,1) 38 (51,4) 9(6,3)
Valor de P 0,322 0,123 0,375 0,111
Etilismo 135

Nao etilista 13 4(30,8) 3(23,1) 5(38.5) 1(0,7)
Discreto 14 3(21,4) 1(7,1) 4 (28,6) 0(0,0)
Moderado 43 25 (58,1) 11 (25,6) 26 (60,5) 5@3.5)
Acentuado 65 25 (38,5) 20 (30,8) 33 (50,8) 6(42)
Valor de P 0,045 # 0,340 0,145 0,201
Nio + discreto 27 7 (25,9) 4 (14,8) 9(33,3) 1(0,7)
Moderado + acentuado 108 50 (46,3) 31 (28,7) 59 (54,6) 11(7,7)
Valor de P 0,055 ## 0,141 0,025 ### 1,579

n: nimero de casos, o nimero de casos avaliados difere do total (142) incluido no estudo porque
nao nos foi possivel identificar o hdbito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas de alguns
individuos. Os valores de P, foram ajustados pela andlise multivariada: #, P= 0,073; ##, P= 0,054;

#i#, P= 0,274
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Tabela 7 — Freqiiéncias das delecdes homozigéticas dos genes GSTM 1 e GSTT1 em 142 pacientes

com carcinoma de de células escamosas de cabeca e pescogo estratificados pelo padrio

da dieta
GSTM1 GSTTI GSTM1/T1
n
Varidveis Deletado Deletado Um deletado Ambos deletados
n (%) n (%) n (%) n (%)

Ingestio carnes, aves e peixes 142

Preconizada ou maior 109 47 (43,1) 27 (24,8) 58(53,2) 8(7,3)

Menor que a preconizada 33 11 (33,3) 9(27,3) 12 (36,4) 4(12,1)

Valor de P 041 0,82 0,24 0,73
Ingestio de frutas 142

Preconizada ou maior 72 29 (40,2) 20 (27,8) 39 (54,2) 5(7,6)

Menor que a preconizada 70 29 (41,4) 16 (22,9) 31 (44,3) 7 (10,0)

Valor de P 1,00 0,56 0,53 1,00
Ingestao de vegetais 142

Preconizada ou maior 82 34 (41,5) 21 (25,6) 45 (54,9) 5(6,1)

Menor que a preconizada 60 24 (40,0) 15 (25,0) 25 (41,7) 7(11,7)

1,00 1,00 0,44 0,53

Valor de P
Ingestio de cereais 142

Preconizada ou maior 24 10 (41,7) 8(33,3) 12 (50,0) 3(12,5)

Menor que a preconizada 118 48 (40,7) 28 (23,7) 58 (49.2) 9(7.,6)

1,00 0,55 0,70 1,00

Valor de P

n: nimero de casos
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Nao foram observadas diferencas entre as freqiiéncias das delecdes
homozigoéticas isoladas ou combinadas dos genes GSTM1 e GSTT1 em pacientes com CEC
de cabeca e pescocgo, estratificados por idade, sexo, raca ou hébito de fumar.

A freqiiéncia da delecdo homozigética do gene GSTMI em pacientes com
etilismo moderado foi maior do que a observada em pacientes ndo etilistas, etilistas com
habito discreto e etilistas com hdbito acentuado, quando apenas a andlise univariada foi
utilizada. Uma tendéncia a uma maior freqiiéncia da dele¢ao homozigética do gene GSTM 1
e uma maior freqiiéncia de uma gene deletado em pacientes com etilismo moderado ou
acentuado comparados aos demais foram também observadas quando as comparagdes entre
os dois grupos foi realizada pela andlise univariada. Apds a corre¢do de interacdes entre
varidveis pela andlise multivariada, obervamos apenas uma tendéncia a uma maior
freqiiéncia de dele¢do homozigética do gene GSTM 1 em pacientes com o hdbito moderado
ou acentuado de etilismo.

Nio foram observadas diferencas entre as freqii€éncias das delecOes
homozigéticas isoladas ou combinadas dos genes GSTM1 e GSTTI em pacientes com CEC
de cabeca e pescoco, estratificados por ingestdo preconizada, menor que a preconizada e
maior que a preconizada dos varios tipos de alimentos avaliados no estudo.

Foram também similares as freqiiéncias da delecdo homozigética do gene
GSTM1, da delecio homozigética do gene GSTT1 e da delecio combinada dos genes
GSTM1 e GSTTI em pacientes estratificados por ingestdo preconizada ou maior que a
preconizada de carnes aves e peixes e menor que a preconizada de carnes, aves e peixes,
preconizada ou maior que a preconizada de frutas e menor que a preconizada de frutas,
preconizada ou maior que a preconizada de vegetais e menor que a preconizada de vegetais

e preconizada ou maior que a preconizada de cereais e menor que a preconizada de cereais.
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5.2.3 Genédtipos em pacientes estratificados por aspectos anatomo-

patologicos e biologicos do tumor
As freqiiéncias das delegoes homozigoticas dos genes GSTMI e GSTTI em

pacientes com CEC de cabeca e pescoco estratificados por aspectos andtomo-patolégicos e

bioldgicos do tumor, estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Freqiiéncias das delecdes dos genes GSTMI e GSTTI em 142 pacientes com carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco estratificados por aspectos andtomo-

patolégicos e bioldgicos do tumor

GSTM1 GSTTI1 GSTM1/T1
n
Variaveis Deletado n (%) Deletado n (%) Um deletado n (%) Ambos deletados n (%)
Localizacio tumor 142
Cavidade oral e labios 29 10 (34,5) 7 (24,1) 11 (37,9) 3(10,3)
Faringe 67 32 (47.8) 19 (28,4) 39 (58,2) 6 (9,0)
Laringe 37 14 (37,8) 9 (24,3) 17 (45,9) 3(8,1)
Cavidade nasal e seios 9 2(22,2) 1(11,1) 3(33,3) 0(0,0)
Valor de P 0,356 0,723 0,373 0,366
Diferenciacdo tumor  128*
Bem 12 4(33.3) 2(16,7) 4(333) 1(8.,3)
Moderadamente 91 38 (41,8) 22 (24,2) 46 (50,5) 7(1,7)
Pouco 16 9 (56,3) 6 (37.5) 11 (68,8) 2(12,5)
Indiferenciado 9 4 (44,4) 2(22,2) 4 (44.4) 1(11,1)
Valor de P 0,644 0,632 0,370 0,349
Bem + moderadamente 103 42 (40,8) 24 (23,3) 50 (48,5) 8(7,7)
Pouco + indiferenciado 25 13 (52,0) 8 (32,0) 15 (60,0) 3(12,0)
Valor de P 0,309 0,368 0,340 0,360
Estadio TNM ** 137%
1 13 2(15.4) 3(23,1) 5(38.5) 0(0,0)
I 21 9 (42,9) 5(23,8) 8(38,1) 3(14,3)
111 20 2 (10,0) 7 (35,0) 9 (45,0) 0 (0,0)
v 83 43 (51,8) 19 (22,9) 46 (55.4) 8(9,6)
Valor de P 0,001 0,735 0,218 0,231
[+10+100 54 11 (20,4) 15 (27.8) 22 (40,7) 32,1)
v 83 43 (51,8) 19 (22,9) 46 (55.4) 8 (5,6)
Valor de P 0,0003 # 0,548 0,048 #i# 0,202

*: nimeros diferiram do total inserido no estudo (142) porque nao foi possivel identificar dados de alguns tumores, **:
estddios definidos pelas normas do American Joint Comitte on Cancer. Os valores de P e das razdes das chances (OR)

foram ajustados pela andlise multivariada: #, P= 0,002, OR=4,2; ##, P= 0,051, OR= 3,07
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias da delecdo
homozigoética isolada ou combinada dos genes GSTMI e GSTTI em pacientes com CEC de
cabeca e pescogo estratificados pela localizacdo ou grau de diferenciacio do tumor.
Entretanto freqii€ncias maiores da delecdo do gene GSTM1 e da delecdo de um dos genes
foram observadas em pacientes com tumores de estddio avancado (IV) quando comparados
aqueles com tumores de outros estadios (I + II + III) por meio da andlise univariada.

A freqiiéncia da dele¢ao homozigética do gene GSTM 1 em pacientes com CEC
de cabeca e pescoco do estadio IV foi similar a freqii€éncia de delecdo do gene em controles
(51,8% versus 46,5%, P= 0,44), porém a freqiiéncia da delecio homozigética do gene
GSTM1 em pacientes com tumores dos estddios I, II e III foi menor que a encontrada em
controles (20,4% versus 46,5%, P= 0,0008; OR= 0,29).

Ainda, pacientes com CEC de cabeca e pesco¢o e com a dele¢do homozigética
do gene GSTM1 apresentaram risco 4,2 vezes maior de tumor avan¢ado do que aqueles

com a presenca do gene.

5.3 Analise molecular do gene CYPIA1

5.3.1 Gendtipos do polimorfismo T6235C em pacientes e controles

As distribui¢des individualizadas dos pacientes e dos controles estratificados
pelos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI estdo apresentadas nos Anexos
31 e 32, respectivamente.

As amostras dos controles e dos pacientes estiveram em Equilibrio de Hardy-
Weinberg para o 16cus do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI (X2= 0,002, P= 0,964;
X?= 0,001, P=0,974).

As freqiiéncias dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em

pacientes e controles estio apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Freqiiéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em 142

pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e em 142 controles

Genétipos Pacientes Controles OR OR* Valor de P
n (%) n (%) IC 95%) (IC 95%)

TT 90 (63,4) 94 (66,2) 1,00 ref 1,00 ref

TC 46 (32,4) 43 (30,3) 1,12 (0,67-1,85) 0,98 (0,44—2,18) 0,87
cC 6(4,2) 5(3.5) 1,25 (0,37 4,25) 0,64 (0,1- 3,29)

TT + TC 136 (95,8) 137 (96,5) 1,00 ref 1,00 ref

CcC 6(4,2) 5(3,5) 1,21 (0,36- 4,05) 0,64 (0,13- 3,24) 0,60
TT 90 (63,4) 94 (66,2) 1,00 ref 1,00 ref

TC + CC 52 (36,6) 48 (33,8) 1,13 (0,70-1,84) 0,93 (0,44-1,98) 0,85

n: nimero de casos, OR: razdo das chances, OR*: ajustada por idade, sexo, raca e tabagismo, TT:

individuos com o genétipo selvagem, TC: individuos com o gendtipo heterozigoto, CC: individuos

com o gendtipo variante em homozigose

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias dos

genétipos TT, TC e CC, isolados ou combinados, em pacientes com CEC de cabeca e

pescoco e controles.

Os gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI de alguns pacientes

com CEC de cabeca e pescoco e controles do estudo estido apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Produtos da amplificacdo génica e da digestdo enzimdtica, com a enzima Mspl, para a
identificacdo dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI do sistema do citocromo
P450, em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo e controles, em gel de
agarose 2%. Os fragmentos de 899 pares de base (pb) correspondem ao alelo selvagem T e os
fragmentos de 206 e 693 pb correspondem ao alelo variante C. O marcador do tamanho do DNA
ladder 100 pb estd representado na coluna 1. Individuos com o genétipo selvagem TT, em
homozigose, estdo representados nas colunas 3, 5 e 8. Individuos com o genétipo heterozigoto TC
estdo representados nas colunas 2, 4 e 6. Um individuo com o genétipo variante CC, em

homozigose, estd apresentado na coluna 7
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5.3. 2 Genotipos do polimorfismo T6235C em pacientes estratificados por
aspectos clinicos
As freqiiéncias dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em

pacientes estratificados por aspectos clinicos estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 -  Freqiiéncias dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em 142
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo estratificados

por idade, sexo e raga

Polimorfismo T6235C
cr . TT TC CC TT+TC TC+CC
Variaveis n
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade (anos) 142
<57 27 19 (70,4) 7 (25,9) 1(3,7) 26 (96,3) 8(29,6)
>57 115 71 (61,7) 39 (33,9) 54.4) 110 (95,6) 44 (38,2)
Valor de P 0, 80 1,00 0,80
Sexo 142
Masculino 134 84 (62,7) 44 (32,8) 6 (4,5) 128 (95,5) 50 (3,7)
Feminino 8 6 (75,0) 2(25,0) 0(0,0) 8 (100,0) 2 (25,0)
Valor de P 0,80 1,00 0,71
Raca 142
Caucaséide 111 71 (63,9) 37 (33,4) 32,7 108 (97,3) 40 (36,0)
Negréide 31 19 (61,3) 9 (29,0) 309,7) 28 (90,3) 12 (38,7)
Valor de P 0,24 0,12 0,83

n: nimero de casos, TT: individuos com o genétipo selvagem em homozigose, TC: individuos com

o gendtipo heterozigoto, CC: individuos com o gendtipo variante em homozigose
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Tabela 11 - Freqiiéncias dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em 142
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabecga e pescogo estratificados

por hébito de fumar, ingerir bebidas alc6olicas e padriao da dieta

Polimorfismo T6235C
Varidveis n TT TC CC TT + TC TC + CC
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Habito de fumar™® 140
Naio tabagista + moderado 66 45 (68,2) 17 (25,8) 4(6,1) 62 (93,9) 21 (31,8)
Acentuado 74 44 (57,1) 28 (37,8) 2(2,7) 72 (97,3) 30 (40,5)
Valor de P 0,25 0,42 0,30
Etilismo* 135
Nio ingere +discreto 27 15 (55,5) 11 (40,8) 1(3,7) 26 (96,3) 12 (44,4)
Moderado + acentuado 108 69 (63,9) 35(32,4) 4. (3,7 104 (96,3) 39 (36,1)
Valor de P 0,68 1,00 0,51
Ingestio carnes, aves e peixes 142
Preconizada ou maior 109 67 (61,5) 39 (35,8) 32,7 106 (97,2) 42 (38,5)
Menor que a preconizada 33 23 (69,7) 7(21,2) 3(9,1) 30 (90,9) 10 (30,3)
Valor de P 0,11 0,14 0,42
Ingestio de frutas 142
Preconizada ou maior 72 44 (61,1) 26 (36,1) 2(2,8) 70 (97,2) 28 (38,9)
Menor que a preconizada 70 46 (65,7) 20 (28,6) 4 (5,7) 66 (94,3) 24 (34,3)
Valor de P 0,49 0,44 0,49
Ingestio de vegetais 142
Preconizada ou maior 82 50 (61,0) 31(37,8) 1(1,2) 81 (98,8) 32 (39,0)
Menor que a preconizada 60 40 (66,7) 15 (25,0) 5(8,3) 55091,7) 20 (33,3)
Valor de P 0,05 # 0,08 0,60
Ingesta de cereais 142
Preconizada ou maior 24 13 (54,2) 11 (45,8) 0(0,0) 24 (100,0) 11 (45,8)
Menor que a preconizada 118 77 (65,3) 35(29,7) 6(5,1) 112 (94,9) 41 (34,7)
Valor de P 0,26 0,60 0,36

TT: gendtipo selvagem homozigoto, TC: genétipo heterozigoto, CC: gendtipo variante homozigoto,
*: nimero diferente do total (142) devido a falta de dados. O valor de P foi ajustado pela andlise

multivariada: #, P= 0,99
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Nao foram observadas diferengas entre as freqii€ncias dos gendtipos isolados
ou combinados do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em pacientes com CEC de
cabeca e pescoco, estratificados por idade, sexo, raca, hdbito de fumar ou de ingerir bebidas
alcodlicas.

As freqiiéncias dos genétipos isolados e combinados do polimorfismo génico
foram também similares em pacientes com CEC de cabeca e pescogo estratificados por
ingestdo preconizada ou maior que a preconizada e em pacientes com ingestdo menor que a
preconizada para carnes, frutas e cereais. Houve uma tendéncia a uma menor freqiiéncia do
gendtipo heterozigoto TC em pacientes com ingestdo menor que a preconizada de vegetais,
quando comparados aos demais por meio da andlise univariada. Entretanto, o genétipo
ocorreu de forma similar nos dois grupos apds correcdo das interagdes de varidveis por
meio da andlise multivariada. A freqiiéncia do gendétipo TC em pacientes com ingestao
preconizada ou maior do que a preconizada de vegetais foi similar 2 observada em
controles (37,8% versus 30,3%, P= 0,21; OR= 1,63). Foram também similares as
freqiiéncias do gendtipo TC em pacientes com ingestdo menor do que a preconizada e

controles (25.0% versus 30,3%, P=0,14; OR= 2,49).

5.3.3 Genétipos do polimorfismo T6235C em pacientes estratificados por
aspectos anatomo-patologicos e biologicos do tumor
As freqiiéncias do polimorfismo T6235C em pacientes estratificados por

aspectos anatomo-patoldgicos e biolégicos do tumor estdo apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12 -  Freqiiéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em 142
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo estratificados

por aspectos andtomo-patoldgicos e bioldgicos do tumor

Polimorfismo T6235C
Variaveis
n TT TC cc TT+TC  TC+CC
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Localiza¢io do tumor 142
Cavidade oral 29 16 (55,2) 13 (44,8) 0(0,0) 29 (100,0) 13 (44,8)
Faringe 67 39 (58,2) 26 (38,8) 2(3,0) 65 (97,0) 28 (41,8)
Laringe 37 29 (78,4) 5(13,5) 3(8,1) 34 (91,9) 8 (21,6)
Cavidade nasal e seios 9 6 (66,7) 2(22,2) 1(11,1) 8 (88.,9) 3(33,3)
Valor de P 0,026 0,122 0,198
Faringe 67 39 (58,2) 26 ( 38,8) 2(3,0) 65 (97,0) 28 (41,8)
Outros tumores 75 51 (68,0) 20 (26,6) 4(5,4) 71 (94,7) 24 (32,0)
Valor de P 0,831 0,244 0,281
Laringe 37 29 (78,4) 5(13,5) 3(8,1) 34 (91,9) 8 (21,6)
Outros tumores 105 61 (58,1) 41 (39,0) 3(2,8) 102 (97,1) 44 (41,9)
Valor de P 0,005 # 0,1823 0,030 ##
Grau de diferenciacao 128
Bem + moderadamente 103 65 (45,9) 34 (23,9) 4(2,8) 99 (69,7) 38 (36,9)
Pouco + indiferenciado 25 15 (10,5) 9 (6,3) 1(0,7) 24 (16,9) 10 (40,0)
Valor de P 0,922 1,000 0,820
Estadio TNM 137
1+I1 34 25 (17,6) 8 (5,6) 1(0,7) 33 (23,3) 9 (26,5)
I+ IV 103 60 (42,3) 38 (26,8) 5(3.,5) 98 (69,0) 43 (41,7)
Valor de P 0,285 1,000 0,153

n: nimero de casos, TT: gendtipo selvagem em homozigose, TC: polimorfismo em heterozigose, CC: genétipo
variante em homozigose. Os valores de P foram ajustados pela andlise multivariada: #, P= 0,009; ##,
P= 0,030
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias dos
gendtipos isolados ou combinados do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI em pacientes
com CEC de cabecga e pescogo estratificados por idade, sexo, raca, hdbito de fumar ou
ingerir bebidas alcodlicas e padrdo de ingestdo de carnes, frutas e cereais.

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias dos
gendtipos do polimorfismo génico, isolados ou combinados, em pacientes com CEC de
cabeca e pescoco estratificados pelo grau de diferenciacdo e estddios do tumor.

Entretanto as freqiiéncias do genétipo heterozigoto TC e da combinacdo dos
gendtipos variantes heterozigoto e homozigoto (TC e CC) foram menores em pacientes
com CEC de laringe do que em pacientes com CEC de outras localizagdes. As
significancias das diferengas entre as frequéncias dos genétipos variantes foram também
evidentes apds a correcdo da interacdo entre varidveis pela andlise multivariada.

As freqiiéncias do genétipo TC isolado (13,5% versus 30,3%, P= 0,059)
e combinado TC e CC (21,6% versus 33,8%, P= 0,15; OR= 0,54) em pacientes com CEC

de laringe foram similares a observadas em controles.

5.3.4 Genotipos do polimorfismo A4889G em pacientes e controles

As distribui¢des individualizadas dos 142 pacientes e dos 142 controles
estratificados pelos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI, estdo
apresentadas nos Anexos 31 e 32, respectivamente.

As amostras dos controles e dos pacientes estiveram em Equilibrio de Hardy-
Weinberg para o 16cus do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI (XZ: 0,810, P= 0,368;
X°= 0,144, P=0,704).

As freqiiéncias do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em pacientes e

controles estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Freqiiéncias dos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em 142

pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e em 142

controles
Genétipos Pacientes Controles OR OR* Valor P
n (%) n (%) (IC 95%) IC95%)

AA 94 (66,2) 102 (71,8) 1,00 ref 1,00 ref

AG 41 (28,9) 36 (25,4) 1,24 (0,73- 2,10) 1,13 (0,50- 2,57) 0,91
GG 74,9) 4(2,8) 1,90 (0,54- 6,70) 1,40 (0,22- 9,04)

AA + AG 135 (95,1) 138 (97,2) 1,00 ref 1,00 ref

GG 7(4,9) 4(2,8) 1,79 (0,51- 6,25) 1,35 (0,21- 8,65) 0,75
AA 94 (66,2) 102 (71,8) 1,00 ref 1,00 ref

AG + GG 48 (33,8) 40 (28,2) 1,30 (0,79 -2,16) 1,16 (0,53- 2,54) 0,71

n: nimero de casos, OR: razdo das chances, OR*: ajustada por idade, sexo, raca e tabagismo, AA:

individuos com o gendtipo selvagem, AG: individuos com o genétipo heterozigoto, GG: individuos

com o gendtipo variante em homozigose

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias dos

gendtipos AA, AG e GG, isolados ou combinados, em pacientes com CEC de cabeca e

pescoco e controles.

Os gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI de alguns pacientes

com CEC de cabeca e pescogo e controles do estudo estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 — Produtos da amplificacdo génica e da digestdo enzimdtica, com a enzima BsrDI, para a
identificacdo dos genétipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI, do sistema do citocromo
P450, em gel de agarose 2%. O fragmento de 204 pares de base (pb) correspondeu ao alelo variante
G e os fragmentos de 149 pb e 55 pb corresponderam ao alelo selvagem A. O marcador do tamanho
do DNA, ladder 100 pb, estd representado na coluna 1. Os resultados obtidos de individuos com o
gendtipo selvagem AA, em homozigose, estdo representados nas colunas 2, 5 e 8. Os resultados
obtidos em individuos com o gendtipo heterozigoto AG estdo representados nas colunas 3, 4 e 7.

Um individuo com o genétipo variante GG, em homozigose, estd representado na coluna 6
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5.3.5 Genotipos do polimorfismo A4889G em pacientes estratificados por
aspectos clinicos
As freqiiéncias dos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em

pacientes estratificados por aspectos clinicos estdo apresentados nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14 — Freqiiéncias dos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em 142
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco estratificados por

idade, sexo e raga

Polimorfismo A4889G
Variéveis n AA AG GG AA + AG AG + GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade (anos) 142
<57 27 19 (70,4) 7(25,9) 13,7 26 (96,3) 8 (29,6)
>57 115 75 (65,2) 34 (29,6) 6(.5,2) 109 (94,8) 40 (34,8)
Valor de P 0,93 1,00 0,66
Sexo 142
Masculino 134 87 (64,9) 40 (.29,9) 7(.5,2) 127 (94,8) 47 (35,1)
Feminino 8 7 (87,5) 1(12,5) 0(0,0) 8 (100,0) 1(12,5)
Valor de P 0,63 1,00 0,27
Raca 142
Caucasoéide 111 71 (64,0) 36 (32,4) 4 (3,6) 107 (96,4) 40 (36,0)
Negroide 31 23 (74,2) 5(16,1) 39,7 28 (90,3) 8 (25,8)
Valor de P 0,11 0,11 0,39

n: nimero de casos, AA: individuos com o genétipo selvagem em homozigose, AG: individuos com

o gendtipo heterozigoto, GG: individuos com o gendtipo variante em homozigose
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Tabela 15 — Freqiéncias dos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em 142
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabecga e pescogo estratificados

por hébito de fumar, ingerir bebidas alcéolicas e padriao da dieta

Polimorfismo A4889G
Variaveis n AA AG GG AA+AG  AG+GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Habito de fumar 140
Nio tabagista + moderado 66 50(75.8) 13 (19,7) 3 (4.,5) 63 (95,4) 16 (24.,2)
Acentuado 74 43(58,1) 27 (36.5) 4(5.4) 70 (94,6) 31 (41,9)
Valor de P 0,07 1,000 0,03 #
Etilismo 135
Nio ingere + discreto 27 21(771.8)  3(1L1) 3(11,1) 24 (88,9) 6 (22,2)
Moderado + acentuado 108 67(62,0) 37 (34,3) 43,7 104 (96,3)) 41 (38,0)
Valor de P 0,03 ## 0,143 0,18
Ingestio carnes, aves e peixes 142
Preconizada ou maior 109 72(66,1)  33(30,3) 4(3,6) 105 (96,3) 37(33,9)
Menor que preconizada 33 22 (66,6) 8(24,2) 39,1 30 (90,9) 11 (33,3)
Valor de P 0,40 0,35 1,00
Ingestio de frutas 102
Preconizada ou maior 72 47(653)  21(29,2) 4(5,5) 68 (94,4) 25 (34,7)
Menor que a preconizada 70 47 (67,1) 20 (28,6) 34,3) 67 (95,7) 23 (32,8)
Valor de P 1,00 1,00 0,86
Ingestao de vegetais 142
Preconizada ou maior 82 56(683)  25(30,5) 1(1,2) 81(98,8) 26 (31,7)
Menor que a preconizada 60 38(63,3) 16 (26,6) 6 (10,0) 54 (90,0) 22 (36,6)
Valor de P 0,08 0,05 0,59
Ingestio de cereais
Preconizada ou maior 24 14 (58,3) 10 (7,0) 0(0,0) 24 (100,0) 10 (41,6)
Menor que a preconizada 118 80 (67,8) 31 (26,3) 7(5,9) 111 (94,1) 38 (32,2)
Valor de P 0,19 0,60 0,48

n: nimero de casos, AA: genétipo selvagem em homozigose, AG: gendétipo heterozigoto, GG:
gendtipo variante em homozigose. Os valores de P foram ajustados pela andlise multivariada: #,

P=0,05; ##, P=0,33
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias dos
gen6tipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI, nos pacientes com CEC de cabeca e
pescoco estratificados por idade, sexo, raga e padrdo da dieta.

A freqiiéncia combinada dos gendtipos variantes (AG e GG) foi maior em
pacientes com héabito acentuado de fumar do que nos demais pacientes, quando a
comparacao foi realizada por meio da andlise univariada. Apenas uma tendéncia de maior
freqiiéncia dos genétipos variantes combinados em pacientes com hdbito acentuado de
fumar foi observada ap6s a correcdo de interacdo entre varidveis pela andlise multivariada.

A freqiiéncia dos gendtipos combinados AG e GG tendeu a ser mais comum em
pacientes com hdbito acentuado de fumar do que em controles (41,9% versus 28,2%;
P=0,05; OR=1,84).

O gendtipo heterozigoto (AG) foi também mais comum em pacientes com
etilismo moderado ou acentuado do que naqueles que ndo ingeriam bebida alcodlica ou o
faziam em pequenas quantidades, quando a andlise univariada foi utilizada. Entretanto,
similaridade de freqiiéncias foi observada apds a comparacdo entre grupos pela andlise
multivariada. Freqiiéncias similares do gendétipo heterozigoto foram também observadas em

pacientes e controles (34,3% versus 25,4%, P=0,16; OR=1,53).

5.3.6 Genétipos do polimorfismo A4889G em pacientes estratificados por
aspectos anatomo-patologicos e biolégicos do tumor

As freqiiéncias dos genodtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em
pacientes estratificados por aspectos anatomo-patologicos e bioldgicos do tumor estdo

apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Freqiiéncia dos genétipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em 142
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabecga e pescogo estratificados

por aspectos anatomo-patoldgicos e bioldgicos do tumor

Polimorfismo A4889G
Varidveis a AA AG GG AA + AG AG + GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Localizac¢do do tumor 142
Cavidade oral 29 21 (72,4) 7(24,1) 1334 28 (96,5) 10 (34,5)
Faringe 67 41 (67,2) 24 (35.8) 2(3,0) 65(97,0)  26(38.8)
Laringe 37 25 (67,6) 8 (21,6) 4(10,8) 33(89,2) 12 (32,4)
Cavidade nasal e seios 9 7(77,8) 2(22,2) 0(0,0) 9 (100,0) 2(22,2)
Valor de P 0,18 0,47 0,32
Grau de diferenciacio™ 128
Bem + moderadamente 103 62 (60,2) 34 (33,0) 7(6.,8) 96 (67,6) 41 (39,8)
Pouco + indiferenciado 25 19 (76,0) 6 (24,0) 0(0,0) 25 (17,6) 6 (24,0)
Valor de P 0,28 0,34 0,17
Estagio TNM* 138
I+ 34 19 (55,9) 11 (32,4) 4(11,8) 30 (88,2) 15 (44,1)
I +1v 103 70 (68,0) 30 (29,1) 3(2,9) 100 (97.1) 33 (32,0)
Valor de P 0,10 0,06 0,22

AA: gendtipo selvagem em homozigose, AG: gendtipo heterozigoto, GG: genétipo variante em
homozigose, *: os nimeros de pacientes diferiram do total inserido no estudo (142) porque nao nos

foi possivel identificar o grau de diferenciagdo e o estddio do tumor em alguns individuos

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias dos
gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI, isolados ou combinados, em
pacientes com CEC de cabeca e pescogo estratificados pela localizagdo, grau de

diferenciacao e estddios do tumor.
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6 DISCUSSAO

O cancer de cabeca e pescoco € o sexto cancer mais freqiiente em localizagdo
anatOmica e a terceira causa mais comum de morte por cancer no Brasil (Wiinsch, 2002;
INCA, 2005). O CEC de cabegca e pescogo, incluindo a cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe, e laringe, compreendem cerca de cinco por cento de todos os canceres em
homens e dois por cento em mulheres dos EUA (Lang et al., 2004)

Em todo o mundo, o cancer bucal é estimado como sendo o sexto tipo de cancer
mais comum, sendo portanto um cancer com alta incidéncia mundial, particularmente na
India, onde atinge o seu valor maximo (Boyle et al.,1992). Ocorre porém, que a incidéncia
das neoplasias malignas de cavidade oral difere substancialmente em diferentes regides do
mundo, e este fato se deve possivelmente aos diferentes hdbitos dos individuos de
populacdes distintas, as diferentes expectativas de vida e educagdo preventiva e ainda, a
qualidade dos relatérios médicos e estatisticas nos diferentes paises (Damm & Bouquot,
1998; Wiinsch, 2002). Estes aspectos justificam a realizacdo deste estudo no Brasil, tendo
como objetivo o conhecimento de caracteristicas proprias da doenga em nosso meio.

Wiinsch (2002), que realizou um estudo epidemiolégico deste tipo de cancer,
verificou que as taxas de incidéncia do CEC de cavidade oral e faringe foram maiores em
paises desenvolvidos, como os da Europa, do que em paises em desenvolvimento. Porém, o
cancer de cavidade oral foi também o mais comum em paises do sul da Asia, como a India.
Incidéncias intermedidrias deste tipo de cancer foram observadas em paises da América
Latina e Caribe.

A incidéncia do CEC de cabeca e pescoco, a sobrevida de seus portadores e a
mortalidade a ele atribuida sdo dindmicos, e parecem variar com a idade, o sexo e a raga
dos grupos estudados (Morse et al., 2006).

Quanto os nossos pacientes com CEC de cabeca e pescoco foram distribuidos
por idade, observamos que apresentaram média de idade de 58 anos, confirmando as
observagoes relatadas em outros estudos no Brasil (Ribeiro et al., 2003; Durazzo et al.,
2005; Biselli et al., 2006; Gattas et al., 2006) e em paises europeus (Evans et al., 2004;
Bernardi et al., 2005), asidticos (Chen et al., 2004) e norte-americanos (Lang et al., 2004),
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nos quais este tipo de tumor acomete individuos com idade maior do que 40 anos, sendo a
maioria dos casos identificados em individuos com idade maior do que 50 anos (Mehrota et
al., 2003; Bernardi et al., 2005).

Quanto os nossos pacientes com CEC de cabeca e pescoco foram distribuidos
por sexo, observamos o predominio da doen¢ca em homens, de forma semelhante a outros
estudos realizados em nosso pais (Ribeiro et al., 2003; Evans et al., 2004; Gaudet et al.,
2004; Durazzo et al., 2005; Biselli et al., 2006; Gattas et al., 2006).

Levando-se em consideracdo a dificuldade de se avaliar os individuos por raca
apenas pela avaliagdo do bidtipo dos mesmos, como realizado neste estudo, ainda mais
numa populacdo como a brasileira, que € altamente heterogénea e composta
predominantemente por individuos miscigenados (Alves et al., 2000; Carvalho et al.,
2001), a distribuicdo dos nossos casos casos por raca mostrou que a doenga ocorreu
predominantemente em caucas6ides, de forma semelhante as descri¢des obtidas em outros
paises (Gaudet et al., 2004; Lang et al., 2004).

Observamos que a maioria dos pacientes com CEC de cabeca e pescogo
inseridos em nosso estudo eram tabagistas e etilistas. A associacdo do tabagismo com o
risco de ocorréncia do CEC de cabega e pescoco, foi observada de forma consistente em
intimeros outros estudos (Wiinsch, 2002; Brennan et al., 2004; Evans et al., 2004; Lang et
al., 2004; Biselli et al., 2006), nos quais cerca de 75 a 90% dos casos eram tabagistas e
etilistas.

O tabagismo e a exposicdo ao élcool parecem agir sinergicamente para
aumentar o risco de desenvolvimento ao CEC, constituindo as principais causas dos
tumores. E dificil avaliar o efeito individual destes agentes na etiologia do CEC de cabega e
pescoco, pois os individuos fumantes tendem a ser os mesmos a consumir dlcool e vice-
versa (Abbas et al., 2004; Durazzo et al., 2005).

O benzopireno, um importante HPAs presente no tabaco, sdo capazes de induzir
lesdes e mutacdes no DNA de células epiteliais da cavidade oral, faringe e laringe e, assim,
determinar o CEC de cabeca e pescoco (Hayes et al., 2005). J& o dlcool pode atuar na
origem destes tumores diretamente como um fator irritante da mucosa ou atuar

indiretamente, promovendo ma nutri¢ao e imunodeficiéncia (Kowalski, 2006). O etanol das
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bebidas alcéolicas é metabolizado a acetaldeido, que € a substincia responsivel pelo
principal efeito téxico do dlcool na doenga (Brennan et al., 2004).

Em relagdo ao padrdo alimentar, a distribuicdo dos pacientes deste estudo
mostrou que a doenca ocorreu em cerca da metade daqueles que tinham uma ingestdo
abaixo da preconizada de frutas e vegetais, sugerindo que a dieta carente destes alimentos
pode interferir na origem do CEC de cabeca e pesco¢o mas, de forma menos consistente
que o tabagismo e o etilismo. Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos
(Slaterry et al., 2000, Brennan et al., 2004).

Também observamos predominancia da doenca em individuos com pequena
ingestdo de cereais, 83,1%, sugerindo talvez que este grupo de alimentos possa ter
importancia na prevencdo do CEC de cabeca e pescoco. Confirmando os achados deste
estudo, ha relatos que dizem que a dieta deficiente em frutas e vegetais € também um fator
de risco reconhecido para o desenvolvimento do CEC de cabeca e pescoco, e de acordo
com Vecchia et al. (1997), seria a causa mais provavel em cerca de 10 a 15% dos casos de
cancer oral diagnosticados em europeus. Brennan et al. (2004) observaram um aumento do
risco de CEC em individuos com dietas carentes em frutas frescas e vegetais , fontes de
folato e vitaminas A e C. Também observaram, em contraste, que o alto consumo de carnes
salgadas e defumadas parecem representar um importante fator de risco para a doencga, por
serem fontes de HPAs. Ainda, Gaudet et al. (2004) observaram que o consumo de gorduras
saturadas pode estar envolvido com o aumento do risco ao CEC de cabeca e pescoco.

O sitio mais freqiiente do CEC em nossos casos foi na faringe. A incidéncia do
CEC de cabeca e pescoco em seus diferentes sitios, varia bastante em individuos dos vérios
continentes do mundo. A localizacdo mais prevalente em populacdes européias de alto risco
¢ a faringe (orofaringe e hipofaringe), como em nosso estudo. A regido mais acometida
entre os indianos e norte americanos € a cavidade oral (lingua e soalho bucal). A freqiiéncia
de acometimento da regido de laringe também ¢é relativamente alta em paises da Europa
central e do sul (Espanha, Polonia, Crodcia), sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Estados
Unidos (Brennan et al., 2004).

Quanto os nossos pacientes com CEC de cabeca e pescoco foram distribuidos

por aspectos anatomo-patoldgicos do tumor, observamos que cerca de 80% deles foram
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classificados como bem ou moderadamente diferenciados e apenas 20% deles como pouco
ou indiferenciados. Freqiiéncias similares de tumores bem ou moderadamente diferenciados
foram descritos por Mori et al. (1998).

A distribui¢do de nossos pacientes por estddio da doengca mostrou que cerca de
50% dos casos apresentaram o tumor em sua forma mais avangada (estddio IV), de acordo
com descri¢des prévias (Durazzo et al., 2005; O Sulivan et al., 2005).

Ha duas explicagdes plausiveis para o fato de a maioria dos pacientes com CEC
de cabeca e pescoco chegarem aos hospitais de referéncia com a doenca em estiddios
avancados. A pouca abrangéncia das campanhas de preven¢do ao cancer, a caréncia de
profissionais de satde preparados para diagnosticar precocemente as lesdes iniciais e
encaminhar os pacientes para os centros especializados e a falta de servigcos publicos de
referéncia no tratamento do CEC de cabega e pescoco constituem a primeira explicacao
(Durazzo et al., 2005). Vale a pena comentar que muitas vezes o despreparo dos
profissionais de saide durante a avaliacdo da cavidade oral, faz passarem despercebidas as
lesdes potencialmente malignas (displasias epiteliais). Estas, consideradas como fatores
potenciais de risco ao cancer oral, quando ndo identificadas podem evoluir para cancer,
embora nem todas as lesdes evoluam para o cancer oral (Gupta et al., 1986).
Alternativamente, um alto potencial de invasividade do tumor pode determinar o rdpido
avanco de um tumor em seu portador (Costa et al., 2005).

Os pacientes do nosso estudo apresentaram tumores avancados (III e IV), mas
com tipos histolégicos predominantemente menos agressivos. Estes achados parecem
indicar a falta de correlag@o entre o estadio clinico e o comportamento biolégico do tumor,
de acordo com os resultados do estudo conduzido por Lopes et al. (2002). Em contraste,
Costa et al. (2005) encontraram relagdo direta entre os tumores pouco diferenciados e
estddios avancados em seus pacientes, 0 que ndo pareceu acontecer na totalidade de nossos
Ccasos.

Em seu conjunto, os resultados deste estudo indicaram que os pacientes com
CEC de cabeca e pescoco da nossa amostra apresentaram caracteristicas clinicas e
anatomo-patoldgicas e biologicas do tumor semelhantes as de outros paises de varios

continentes, e portanto, constituiram um grupo representativo da doenga em nosso meio.
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Quando os controles, doadores de sangue, avaliados em nosso estudo foram
distribuidos de acordo com os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1, observamos que
as freqiiéncias das delecdes isoladas ou combinadas dos genes foram similares as obtidas
em individuos saudaveis de outras cidades do Estado de Sao Paulo e Minas Gerais (Arruda
et al., 1998, Biselli et al., 2006; Duarte et al., 2006; Gattas et al., 2006). Estes resultados
indicam que os controles estudados pareceram representativos da populacdo geral desta
regido do pais.

Observamos ainda, que as freqiiéncias das delecdes isoladas ou combinadas dos
genes GSTM1 e GSTTI, obtidas em controles do nosso estudo, foram também similares as
descritas para populagcdes americanas e européias (Hayes & Pulford, 1995; Abbas et al.,
2004; Evans et al., 2004; Gajecka et al., 2005) e africanas (Nelson et al., 1995). Entretanto,
estas freqiiéncias foram menores do que as descritas em individuos de paises asidticos
(Nelson et al., 1995; Pisani et al., 2006). Assim, a heterogeneidade racial encontrada no
Brasil parece néo ter influenciado, de forma significativa, as freqii€ncias destes genes em
amostras da nossa populagao.

Encontramos freqiiéncias similares da delecio homozigética do gene GSTM 1
em pacientes com CEC de cabeca e pescoco e controles, de acordo com resultados de
estudos anteriores (Tanimoto et al., 1999; McWilliams et al., 2000; Figueras et al., 2002;
Hahn et al., 2002; Brennan et al., 2004; Evans et al., 2004; Unal et al., 2004; Biselli et al.,
2006; Sugimura et al., 2006; Cha et al., 2007). Entretanto, um excesso da delecdo
homozigoética do gene GSTM 1 foi observada em pacientes com CEC de cabeca e pescoco
comparados a controles em varios outros estudos (Katoh et al., 1999; Sato et al., 1999;
Hanna et al., 2001; Shama et al., 2002; Hashibe et al., 2003; Gajecka et al., 2005;
Malgorzata et al., 2005; Bendjemana et al., 2006; Duarte et al., 2006; Gattas et al., 2006;
Minardi et al., 2006).

Também observamos freqiiéncias similares da delecio homozigética do gene
GSTTI em nosso estudo e em indmeros outros (Katoh et al., 1999; McWilliams et al.,
2000; Hanna et al., 2001; Figueras et al., 2002; Shama et al., 2002; Xie et al., 2004; Liu et
al., 2005; Malgorzata et al., 2005; Biselli et al, 2006; Minardi et al., 2006; Sugimura et al.,

2006). Intrigantemente, Evans et al. (2004) observaram a delecio homozigética do gene
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GSTTI como um fator de protecdo contra o cancer de cabeca e pescogo. O aparente efeito
protetor da delecdo do gene foi também identificado em outros estudos que abordaram
outros canceres, como o de rim e o de prdstata. Abbas et al. (2004) confirmaram estes
resultados para o cincer de es6fago. A associacdo entre a delecdo do gene GSTTI e o
carcinoma renal € de ficil compreensdo O risco de carcinoma renal aumenta com a
exposi¢do a pequenos compostos halogenados, como o diclorometano ou tricloroetileno,
que sao ativados a substancias eletrofilicas pela enzima codificada pelo gene GSTTI.
Assim, a delecdo homozigética do gene parece impedir a ativagdo dos carcinégenos que
determinam a doencga e, portanto, funciona como prote¢do a doenca. Entretanto, o papel
destas substincias halogenadas na carcinogénese esofdgica ndo foi demonstrada até o
momento. E possivel que a exposi¢do 2 estes compostos na doenca, seja determinada por
exposi¢ao ocupacional a estes agentes ou a fumaga do cigarro.

As freqiiéncias das dele¢des homozigéticas combinadas dos genes GSTM1I e
GSTT] foram similares em nossos pacientes e controles, de acordo com descri¢des prévias
(Canalle et al., 2004; Biselli et al., 2006), porém contrariando outras descri¢des (Gronau et
al., 2003; Ladero et al., 2005; Liu et al., 2005).

Quanto os genétipos dos genes GSTM1 e GSTTI foram avaliados em nossos
pacientes com CEC de cabecga e pescogo estratificados por caracteristicas clinicas, como
idade, sexo, raca, hdbito de fumar ou padrdo alimentar, ndo observamos diferencas nas
freqii€ncias das dele¢des homozigoéticas isoladas ou combinadas dos genes.

Shama et al. (2002) também nao observaram diferencgas entre as freqiiéncias de
idade, sexo e raca em pacientes com a dele¢cdo do gene GSTMI. J4 Liu et al. (2005)
observaram maior freqiiéncia da delecdo homozigética do gene GSTM I em pacientes cujo
CEC de cabeca e pescogo foi identificado em idade mais avancada. Park er al. (2000)
observaram que a delecdo homozigética do gene GSTM foi mais comum em negréides do
que em caucasianos com CEC de cabega e pescoco. Em contraste, Gaudet et al. (2004) ndo
observaram diferencas entre as freqiiéncias das delecdes homozigoéticas dos genes GSTM1 e
GSTTI em pacientes com CEC de diferentes grupos étnicos. Por outro lado, Shama et al.

(2002) encontraram um aumento no risco de CEC de cabega e pescoco em tabagistas com a
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delecio homozigética do gene GSTMI na India. Atribuiram o fato a conhecida grande
quantidade de benzopireno nos cigarros indianos comparados aos cigarros ocidentais.

Observamos em nosso estudo apenas uma tendéncia para a associa¢do entre a
delecao homozigética do gene GSTMI em pacientes etilistas de hdbito moderado ou
acentuado. E possivel que o nimero de pacientes com CEC de cabeca e pescoco com
habitos moderado ou acentuado de ingerir bebida alcodlica avaliados em nosso estudo
(108) nao tenha sido suficiente para identificar o impacto da delecdo do gene GSTMI na
doenca. Estudos em casuisticas maiores sdo necessdrios para a obtencdo de conclusdes
consitentes sobre o assunto.

O élcool ndo € substrato para as GSTs. Apesar disto, Lee er al. (2006)
observaram uma associacdo significativa entre ingestdo de bebida alcélica, CEC de cabega
e pescoco e delecdo homozigdtica do gene GSTMI. Tal fato poderia ser explicado pela
concomitancia de tabagismo e etilismo em pacientes com a doenca. Ainda, o dlcool pode
potencializar a formacgdo de adutos de benzopirenos e, assim, poderia ter contribuido para a
origem da doenca em individuos com a delecdo dos genes avaliados por Lee et al. (2006).

Encontramos distribuicdo similar de freqiiéncias dos gendtipos dos genes
GSTM1 e GSTTI em pacientes estratificados por padrdo da dieta, sugerindo que a maior ou
menor ingestio dos diferentes tipos de alimentos niao pareceram alterar os efeitos dos genes
na origem dos CEC de cabeca e pescoco em nosso casos.

Quanto os gendtipos dos genes GSTM1 e GSTTI foram avaliados em nossos
pacientes estratificados por aspectos andtomo-patoldgicos do tumor, ndo observamos
diferencas de freqiiéncias das delecdes homozigéticas dos genes em tumores de diversas
localizacgdes e de diversos graus de diferenciagdo do tumor.

Entretanto, observamos que a freqiiéncia da delecdo do gene GSTMI em
pacientes com a doenga do estddio IV foi expressivamente maior do que a observada em
pacientes com os estddios I a III do tumor (51,8% versus 20,4%, respectivamente). Os
pacientes com a delecdo homozigética do gene GSTM 1 estiveram sob risco quatro vezes
maior de apresentar tumor avancado do que os demais. Também observamos que a
freqiiéncia da delecdo homozigética do gene GSTMI foi expressivamente menor em

pacientes com os tumores dos estddios mais localizados (I a III) quando comparados aos
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controles (20,4% versus 46,5%). Individuos com a presenca dos genes estiveram sob risco
expressivamente menor (OR= 0,29) de CEC de cabeca e pescog¢o dos estadios I a III do que
os individuos com a dele¢do do gene.

Liu et al. (2005) também observaram que os pacientes com a delecdo
homozigética do gene GSTM1I tiveram maior freqiiéncia de metédstases em linfonodos.
Mathias et al. (2002), observaram uma maior freqiiéncia da delecdo GSTTI em pacientes
com CEC em estadios avancados e pouca diferencia¢do celular. Em contraste, Shama et al.
(2002) nao observaram associagdes entre o grau de diferenciacdo e o estddio do CEC de
cabeca e pescoco e os polimorfismos do sistema da GST.

As razdes para as diferencas observadas entre os resultados dos varios estudos,
que avaliaram o papel destes polimorfismos génicos na susceptibilidade ao CEC de cabega
€ pescoco e em suas associacOes com varidveis clinicas e anatomo-patolégicas do tumor na
doenga, ndo sdo claras. A sele¢do de amostras, o tamanho das casuisticas, a origem étnica
das diferentes populagdes estudadas, a ocorréncia de fatores que possam ter contribuido
para a origem do CEC de cabeca e pescoco, como o hdbito de fumar, a ingestdo de bebidas
alcodlicas, o padrdo alimentar, o estilo de vida e as anormalidades concomitantes de outros
genes, podem ter determinado a inconsisténcia dos resultados obtidos nos estudos em geral.

Assim, considerando a disparidade dos resultados obtidos nos diferentes
estudos em pacientes com CEC de diversos paises do mundo, ndo nos € possivel afirmar ou
afastar com certeza a hipétese de que as delecdes homozigdticas isoladas ou combinadas
dos genes GSTM1 e GSTTI possam ser usadas como fatores de risco ou de protecdo para a
ocorréncia do CEC de cabeca e pesco¢o ou ainda, que possam influenciar as caracteristicas
clinicas dos pacientes ou andtomo-patoldgicas ou biolégicas do tumor.

Os resultados do nosso estudo nos permitem apenas dizer, que a presenca do
gene GSTM1I parece proteger individuos da ocorréncia do CEC localizado de cabeca e
pescoco, enquanto que a delecdo homozigética do gene GSTMI parece atuar na
agressividade do tumor em individuos de nossa regido. Estudos adicionais com casuisticas
maiores e de diversas dreas do pais poderdo indicar os papéis exatos dos genes no risco e

nas manifestacoes clinicas da doenga no Brasil.
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As amostras de pacientes e controles avaliados para o polimorfismo T6235C do
gene CYPIAI estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg e assim, os controles foram
adequados para a avaliacdo das freqiiéncias dos diferentes genotipos na populagdo geral e,
para a comparagdo com as freqii€ncias obtidas em pacientes com CEC de cabeca e pescoco.

Observamos freqiiéncias similares dos gendtipos do polimorfismo T6235C do
CYPIAI em pacientes e controles. Resultados similares foram encontrados em outros
estudos (Malgorzata et al., 2005 e Gattas et al., 2006; Sugimura et al., 2006), sugerindo que
os gendtipos distintos deste polimorfismo génico ndo parecem atuar como fatores de risco
para a ocorréncia do CEC de cabeca e pescoco. Entretanto, maiores freqiiéncias dos
gendtipos variantes do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI foram identificados em
pacientes com CEC quando comparados a controles em outros estudos (Sato et al., 1999;
Varzim et al., 2003; Gajecka et al., 2005), sugerindo que possam aumentar o risco da
doenga em portadores do gendétipo.

As amostras de pacientes e controles avaliados para o polimorfismo A4889G do
gene CYPIAI estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg e assim, os controles foram
adequados para a avaliacdo das freqiiéncias dos diferentes gendtipos na populagdo geral e,
para a comparacdo com as freqiiéncias obtidas em pacientes com CEC de cabeca e pescoco.

Observamos freqii€ncias similares dos genétipos do polimorfismo A4889G do
CYPIAI em pacientes com CEC de cabeca e pescoco e controles de nosso estudo.
Resultados semelhantes foram previamente descritos por alguns autores (McWilliams et al.,
2000; Hahn et al., 2002; Xie et al., 2004; Liechsenring et al., 2005) mas, ndo por outros
(Tanimoto et al., 1999; Olshan et al., 2000; Sato et al., 2000; Sreelekha et al., 2001; Kato et
al., 2002; Cha et al., 2007). Em conjunto, estes resultados sugerem que a associacdo dos
gendtipos do polimorfismo génico com o risco do CEC de cabeca e pescoco € varidvel em
paises diversos.

A combinag¢do do gendtipo variante do polimorfismo A4889G ao genétipo
variante do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI ou as dele¢des homozigéticas do gene
GSTM1 e do gene GSTTI ndo pareceu alterar o risco do CEC de cabeca e pesco¢o no
estudo conduzido por Hahn et al. (2002). Entretanto, a associacdo dos gendtipos variantes

dos polimorfismos A4889G e T6235C do gene CYPIAI a alto risco do CEC de cabeca e

59



pescoco foi observada no estudo conduzido por Malgorzata et al. (2005). Gattas et al.
(2006) também observaram aumento do risco do CEC de cabeca e pesco¢o em individuos
com a combinacdo do genétipo variante do polimorfismo T6235C a delecdo homozigética
do gene GSTM 1.

Anélises de associacdes de genétipos de polimorfismos diversos ndo foram
ainda avaliadas em nosso estudo. Assim, considerando que resultados contraditérios foram
observados em estudos conduzidos em individuos de diversas partes do mundo, ndo nos é
possivel definir com precisdo os papéis dos gendtipos, isolados ou combinados, dos
polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYPIAI na ocorréncia do CEC de cabeca e
pescoco. Podemos dizer apenas que ndo parecem importantes no risco da doenga em
individuos de nossa regido.

Entretanto, Bolt & Thier (2006) constataram, em revisdo da literatura, que hd
evidéncias inequivocas de que as interacdes genéticas e ambientais atuem na carcinogénese
do céncer de cabeca e pescogo. Segundo os autores, este cancer é multifatorial e resulta da
combinacdo dos efeitos dos genotipos dos polimorfismos dos genes CYPIAI, GSTMI e
GSTT1 aos efeitos toxicos do tabaco e do etanol.

Também ndo foram observadas diferengas significativas entre as freqiiéncias
dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI, isolados ou combinados, em
nossos pacientes com CEC de cabeca e pescocgo estratificados por idade, sexo, raca, habito
de fumar ou ingerir bebidas alcodlicas e padrdo da dieta.

Segundo Masserejian et al. (2006), a dieta carente em vegetais parece estar
associada a ocorréncia da doenca. O mesmo autor observou que dietas ricas em vegetais e
frutas frescas protegem individuos contra o desenvolvimento de neoplasias epiteliais, por
serem fonte de vitaminas, como a vitamina A e os beta-carotenos. Entretanto, até onde
atinge o nosso conhecimento, ndo ha estudos sobre a associacdo do padrdo da dieta e os
gendtipos dos polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYPIAI na origem do CEC de
cabeca e pescoco.

Também ndo foram encontradas diferengas de freqii€ncias dos gendtipos do
polimorfismo T6235C do gene CYPIAI, isolados ou combinados, em nossos pacientes com

CEC de cabeca e pescoco estratificados pelo grau de diferenciacdo e estddios do tumor.
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Entretanto, a freqii€ncia dos genétipos variantes combinados (TC e CC) do gene CYPIAI
foi expressivamente menor em pacientes com cancer da laringe, sugerindo que este
gendtipo atue como um fator de protegdo para o CEC de laringe. Varzim et al. (2003)
observaram uma maior freqiiéncia do genétipo variante do polimorfismo T6235C em
pacientes com CEC de laringe, principalmente em fumantes, contradizendo os resultados
observados neste estudo.

Nao foram observadas diferencas entre as freqiiéncias dos gendtipos do
polimorfismo A4889G do gene CYPIAI em pacientes com CEC de cabeca e pescoco
estratificados por idade, sexo e raca, como no estudo realizado por Hahn et al. (2002).

Também ndo observamos diferencas significativas de freqiiéncias dos genotipos
distintos do polimorfismo génico, isolados ou combinados, em pacientes estratificados por
habito de fumar ou ingerir bebida alcodlica e padrao da dieta, sugerindo que ndo alteram o
risco do CEC em nossos pacientes com diferentes hdbitos de fumar ou beber e ingerir
alimentos diversos em nossa regido.

Ja é de muito conhecido que o dlcool € uma das principais causas do
desenvolvimento do CEC de cabeca e pescogo, principalmente quando ingerido em altas
doses, podendo alterar inclusive a integridade e a permeabilidade da mucosa oral, e assim,
aumentar a penetragdo dos produtos da fumaca do cigarro e de demais carcinégenos em
potencial na mucosa (Huang et al., 2003; Brennan et al., 2004). Ainda, Gaudet et al. (2004)
observaram que o consumo de gorduras saturadas pode estar envolvido com o aumento do
risco ao CEC de cabeca e pescogo.

De fato, a quase totalidade de nossos pacientes foram tabagistas e etilistas e
cerca de 80% dos nossos casos ingeriram carnes em quantidades preconizada ou maior que
a preconizada, o que indica que o tabaco, o dlcool e as proteinas e gorduras contribuiram
para a carcinogénese do tumor em individuos da nossa regido. Entretanto, aparentemente,
ndo agiram de forma sinérgica com os diferentes genétipos do polimorfismo A4889G do
gene CYPIAI na amostra avaliada.

Quanto os gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI foram

avaliados em nossos pacientes estratificados por aspectos andtomo-patolégicos e biolégicos
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do tumor, observamos freqiiéncias similares dos genétipos, isolados ou combinados, em
pacientes com tumores de localizacio, grau de diferenciagdo e estddios clinicos diversos.

Até onde atinge o nosso conhecimento, ndo hd avaliacdes publicadas sobre o
papel do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI nos aspectos proprios do CEC de cabeca
e pescoco. Assim sé podemos dizer que, ndo pareceram influenciar a localizagdo, a
diferenciacdo e a invasividade do tumor em nossos casos.

Assim, considerando a disparidade dos resultados obtidos nos diferentes
estudos ou da caréncia de estudos sobre os papéis dos polimorfismos T6235C e A4889G do
gene CYPIAI em manifestacdes clinicas do CEC em individuos de diversos paises do
mundo, ndo nos € possivel afirmar ou afastar com certeza a hipdtese de que os gendtipos
possam atuar como fatores de risco ou de protecdo para grupos especificos de pacientes ou
alterar as caracteristicas proprias do tumor, como localizacdo, diferenciacdo e invasividade.

Podemos apenas dizer que os gendtipos variantes do polimorfismo T6235C do
gene CYPIAI parecem proteger individuos de nossa regido do cancer de laringe. J4 os
gendtipos distintos do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI ndo parecem alterar as
manifestacdes clinicas da doenga em nosso meio. Estudos adicionais com casuisticas
maiores e de diversas dreas do pais poderdo indicar os papéis exatos dos genes no risco e
nas manifestacdes clinicas da doenga no Brasil.

Pesquisas futuras deverdo ser realizadas no intuito de se esclarecer melhor as
interacOes genético-ambientais e o exato papel que desempenham os polimorfismos
genéticos na carcinogénese de cabeca e pescoco, visto que hd uma grande diversidade de

resultados versando sobre o assunto, e visando obter-se informacdes mais consistentes.
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7 CONCLUSOES

A similaridade entre as freqiiéncias das dele¢des homozigédticas isoladas e
combinadas dos genes GSTMI e GSTTI, em pacientes e controles, sugere que estes
polimorfismos génicos ndo alteram o risco de ocorréncia do CEC de cabeca e pescoco nos
casos estudados.

A similaridade entre as freqiiéncias das dele¢cdes homozigéticas dos genes
GSTM1 e GSTT1, isolados e combinados, em pacientes estratificados por idade, sexo, raca,
habito de fumar e ingerir bebida alcdolica, padrdo da dieta, localizagdo e grau de
diferenciac@o do tumor, sugere que os polimorfismos génicos ndo alteram as caracteristicas
clinicas e andtomo-patoldgicas do tumor em nossos casos. Entretanto, a freqiiéncia reduzida
da delecdo homozigética do gene GSTM 1, em pacientes com estddios mais localizados do
tumor, e a freqiiéncia aumentada da delecdo homozigdtica do gene GSTM 1, em pacientes
com tumores avancados, indicam que a presenca do gene GSTMI parece proteger
individuos da ocorréncia do CEC localizado de cabega e pescoco, enquanto que a delecdo
homozigoética do gene GSTM 1 parece atuar na agressividade do tumor em nossos casos.

A similaridade entre as freqiiéncias dos polimorfismos T6235C e A4889G do
gene CYPIAI encontrada em pacientes e controles, indica que os diferentes gen6tipos nao
influenciam o risco de ocorréncia do CEC de cabeca e pescoco.

A similaridade entre as freqiiéncias dos polimorfismos T6235C do gene
CYPIAI em pacientes estratificados por idade, sexo, raga, hibito de fumar e ingerir bebidas
alcodlicas, grau de diferenciacio e estddio do tumor indica que os polimorfismos deste gene
ndo alteram essas caracteristicas clinicas e andtomo patolégicas do tumor. Entretanto, a
freqiiéncia reduzida dos gendétipos variantes, em pacientes com CEC na laringe, indica que
parecem proteger individuos de nossa regido do cancer de laringe.

A similaridade entre as freqiiéncias dos polimorfismos A4889G do gene
CYPIAI em pacientes estratificados por idade, sexo, raca, hdbito de fumar e ingerir bebida
alcodlica, padrdo da dieta, e localizagdo, grau de diferenciagcdo e estddio do tumor, indica
que os polimorfismos deste gene ndo alteram essas caracteristicas clinicas e andtomo-

patolégicas do tumor em nossa regido.
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ANEXOS

Anexo 1

Recordatério de freqii€éncia alimentar a ser aplicado a pacientes do estudo ‘“Polimorfismo dos
genes GSTM1 e GSTTI, do Sistema da Glutationa S-Transferase, e T6235C e A4889G do
Gene CYPIAI, do Sistema do Citocromo P450, na Susceptibilidade ao Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeca ePescoco”.

1) Fatores Predisponentes

a) Freqiiéncia no almoco

Dobra a quantidade da porcao (repeticao)

Carne vermelha: S() N()
Carne ave: S() N(C)
Carne peixe: S() N()
Carne porco: S() N()
Embutidos: S() N()
b) Freqiiéncia no jantar
Carne vermeha: S() N()
Carne ave: S() N(C)
Carne peixe: S() N(C)
Carne porco: S() N()
Embutidos: S() N()

¢) Freqiiéncia diaria

B10S: ittt e e e e ettt ——————aaees
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2) Fatores Protetores

a) Freqiiéncia no almoco

Dobra a quantidade porcao (repeticio)

Folhas cruas: S (..) N (....)
Folhas cozidas: S (...) N (....)
Legumes crus: S (...) N (...)
Legumes cozidos: S (..) N (...)
Cereais integrais: S (...) N (...)
Feijoes: S (..) N (...)

b) Freqiiéncia no jantar

Folhas cruas: S (..) N (...)
Folhas cozidas: S (..) N (...)
Legumes crus: S (...) N (...)
Legumes cozidos: S (..) N (...)
Cereais integrais: S (..) N (...)
Feijoes: S (..) N (...)

¢) Freqiiéncia diaria

2 QLT RN

3) ODBSEIVACHES: ......ooeenieniiienieiieiieie ettt ettt ettt et b et ettt s et e ae st b et e st eae e b e ene s sae e suenee
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Anexo 2

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

categoria T

Categorias Descricoes
Categoria T Tumor
Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primdrio
TO Nenhuma evidéncia de tumor primdrio

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 (labio) 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 espagco mastigador, laminas pterigdides,
oral) ou base do cranio e/ou envolve artéria carétida interna
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Anexo 3

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

categorias N e M

Categoria N Linfonodos Regionais
Nx Informacdes insuficientes para a avaliacio de linfonodos
regionais
No Linfonodos sem metéstases
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 de 3 cm
mas ndo mais de 6 cm na sua maior dimensdo ou em miltiplos
linfonodos homolaterais com ndo mais que 6 cm na sua maior
dimensao ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metdstase em um unico linfonodo homolateral com mais 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 na sua maior dimensdo

N2c Metastases em linfonodos bilaterais ou contralaterais,nenhum

deles com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metistase em linfonodo com mais que 6 cm na sua maior
dimensao
Categoria M Metastase a distancia
Mx Informacdes insuficientes para a avaliacdo de metdstases
distantes
M, Sem metastases distantes
M, Metastases a distancia
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Anexo 4

Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer da cavidade oral

Estadio Cadigo

Estadio 0 Tis, NO, MO

T1,NO, MO
Estadio I

T2 NO, MO
Estadio II

Estadio II 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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Anexo 5

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da nasofaringe para a

categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario

To Nenhuma evidéncia de tumor primério
Carcinoma in situ

T

T, Tumor confinado a nasofaringe

T, Tumor se estende aos tecidos moles

T2a Tumor se estende a orofaringe e/ou a cavidade nasal sem
extensdo parafaringea*

T2b Todo tumor com extensdo parafaringea*

T; Tumor que invade estruturas dsseas e/ou seios paranasais

T, Tumor se estende intracranialmente e/ou envolve nervos

cranianos, fossa infratemporal, hipofaringe, 6rbita ou espaco

mastigador
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Anexo 6

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da nasofaringe, para as

categorias N e M

Categoria N Linfonodos regionais

Nx Informagdes insuficientes para a avaliacio de linfonodos
regionais

Ny Linfonodos sem metastases

N; Metastase unilateral em linfonodo(s) de 6 cm ou menos na sua

maior dimensao, acima da fossa supra clavicular

N, Metdstase bilateral em linfonodos(s) com ndo mais que 6 cm na
sua maior dimensdo,acima da fossa supra clavicular

N3 Metastase em linfonodo(s)** maior(es) que 6 cm e/ou em fossa

supra clavicular

N3a Metéstase em linfonodo maior que 6 cm em dimensao

N3b Extensdo para fossa supraclavicular

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacdes insuficientes para a avaliacdo de metdstases
distantes

MO Sem metdstases distantes

M1 Metastases a distancia

*Notar: A extensao parafaringea indica infiltragdo pdstero-lateral do tumor além da fascia faringo-basilar

** s linfonodos de linha média sdo considerados linfonodos homolaterais
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Anexo 7

Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer da nasofaringe

Estadio Cédigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
T1,NO, MO
Estadio I
T2a NO, MO
Estadio ITA
T1, N1, MO
Estadio IIB T2. N1, MO
T2a, N1, MO
T2b, NO, MO
T2b, N1, MO
Estédio I1I T1, N2, MO
T2a, N2, MO
T2b, N2, MO
T3, NO, MO
T3, N1, MO
T3, N2, MO
T4, NO, MO
Estadio IVA T4, N1, MO
T4, N2, MO
Estadio IVB Qualquer T, N3, MO
Estadio IVC Qualquer T, Qualquer N, M1
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Anexo 8

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

para a categoria T

Categoria T Tumor
Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario
TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tis

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

T2 Tumor maior que 2cm e com ndo mais que 4 cm na sua maior
dimensdo

T3 Tumor maior que 4 cm na sua maior dimensao

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

T4b Tumor invadindo musculo pterigbide lateral, laminas

pterigdideas, nasofaringe lateral, ou base do cranio ou adjacentes

a artéria carétida

93



Anexo 9

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

para as categorias Ne M

Categoria N Linfonodos regionais

Nx Informagdes insuficientes para a avaliacio 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 unico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas nio mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em miltiplos
linfonodos homolaterais, nenhum deles com mais que 6 cm na
sua maior dimensio ou em linfonodos bilaterais ou
contralaterais, nenhum deles maior que 6 cm em sua maior
dimensao

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

N2b Metastase em miltiplos 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 Metistase em um linfonodo maior que 6 c¢cm na sua maior
dimensao

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacdes insuficientes para a avaliacio de metdstases
distantes

MO Sem metdstases distantes

M1 Metastases a distncia
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Anexo 10

Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cincer da orofaringe e hipofaringe

Estadio Cédigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
T1 NO, MO
Estadio I
T2 NO, MO
Estadio II
T3, NO, MO
Estéadio I1I 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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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da hipofaringe

Anexo 11

para a categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

Tis

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

T2 Tumor invadindo mais que uma sub-localizacdo anatdmica da
hipofaringe ou uma localizagdo anatdmica adjacente ou medindo
mais que 2 cm mas nio mais que 4 cm na sua maior dimensao,
sem fixacdo da hemilaringe

T3 Tumor maior que 4 cm na sua maior dimensao ou com fixacdo da
hemilaringe

T4a Tumor invadindo qualquer das seguintes estruturas: cartilagem
tiredide/cricéide , osso hidide, glandula tiredide, es6fago, ou
compartimento central de partes moles*

T4b Tumor invadindo féascia pré-vertebral, envolvendo artéria cardtida

ou invadindo estruturas mediastinais
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Anexo 12

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da hipofaringe

para as categorias N e M

Categoria N Linfonodos regionais

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

N, Metastase em um tunico 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 mudltiplos
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 Metistase em um tnico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em mudltiplos linfonodos homolaterais com niao 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 Informacdes insuficientes para a avaliagdo de metéstases distantes

MO Sem metdstases 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 subcutanea
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Anexo 13

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regido

supraglética da laringe para a categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

Tis

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

T2 Tumor invadindo a mucosa de mais de uma sub-localizacdo
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 fixacdo da laringe

T3 Tumor limitado a laringe com fixacdo da corda vocal e/ou
invadindo qualquer uma das seguintes estruturas: drea pOs-
cricoide, tecidos pré epigléticos, espago para-glotico, e/ou com
erosdo minima da cartilagem tire6ide(ex:cdrtex 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 musculos profundos/extrinsecos da lingua,alca
muscular, tiredide e es6fago)

T4b Tumor invadindo espaco pré-vertebral ou estruturas mediastinais

ou adjacentes a artéria cardtida
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Anexo 14

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regido

supraglética da laringe para as categorias N e M

Categoria N Linfonodos regionais

Nx Informagdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos regionais

Ny Linfonodos sem metastases

N, Metastase em um tunico 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 mudltiplos
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 Metistase em um tnico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em mudltiplos linfonodos homolaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm em sua maior dimensio

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 Informacdes insuficientes para a avaliagdo de metéstases distantes

MO Sem metdstases distantes

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

Anexo 15

laringe para a categoria T

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario

To Nenhuma evidéncia de tumor primério
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 espago para-glotico, 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 classificacio do sistema de estadiamento TNM para para as categorias N e M do

Anexo 16

cancer da regido gldtica da laringe

Categoria N Linfonodos regionais

Ny Informacdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos regionais

No Linfonodos sem metastases

N; Metastase em um unico linfonodo homolateral de 3 cm ou menos
na sua maior dimensao

N, Metistase em um tnico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em mdltiplos
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 Metéstase em midltiplos linfonodos homolaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm em sua maior dimensio

N2c Metéstase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metistase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior
dimensdo

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacdes insuficientes para a avaliagdo de metdstases distantes

MO Sem metdstases distantes

Ml Metastases a distancia
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Anexo 17

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para para a categoria T do

cancer da regido subgldtica da laringe

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario

To Nenhuma evidéncia de tumor primério
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 fixag@o da corda vocal

T4a Tumor que invade a cartilagem tire6ide ou cricéide e/ou se
estende a outros tecidos além da laringe(ex:traquéia, tecidos moles
do pescogo,etc)

T4b Tumor invade espaco pré-vertebral, estruturas mediastinais ou

adjacentes a artéria cardtida
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Anexo 18

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

Nx Informagdes insuficientes para a avaliacdo 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 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 Metistase em um tnico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em miultiplos 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 Metéstase 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 metdstases distantes

M1 Metéstases a distancia
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Anexo 19

Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer de cabega e pescogo, da laringe

Estadio Cédigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
T1 NO, MO
Estadio I
T2 NO, MO
Estadio II
T3, NO, MO
Estéadio I1I 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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Anexo 20

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para para categoria T do cancer

da cavidade nasal e seio maxilar

Categoria T Tumor
Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario
To Nenhuma evidéncia de tumor primério

Carcinoma in situ

]-'iS

T, Tumor limitado a mucosa do seio maxilar sem erosio ou
destrui¢do de osso

T2 Tumor causando erosdo ou destruicdo Gssea incluindo extensdo
para o palato duro e/ou o meato nasal médio, exceto extensdo a
parede posterior do seio maxilar e 1aminas pterigdides

T3 Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas: osso da
parede posterior do seio maxilar, tecidos subcutineos, soalho ou
parede medial de 6rbita, fossa pterigdide, seios etmoidais

T4a Tumor invade qualquer uma das seguintes estruturas: contetido
orbitdrio anterior, pele da bochecha, 1aminas pterigdides, fossa
infratemporal, lamina cribriforme, seio esfenoidal ou frontal

T4b Tumor invade qualquer uma das seguintes estruturas: dpice

orbital,duramater, cérebro, fossa craniana média, outros nervos
cranianos que ndo o da divisio maxilar do trigémio V2,

nasofaringe ou clivus
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Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento TNM para as categorias N eM do

Anexo 21

cancer da cavidade nasal e seio maxilar

Categoria N Linfonodos regionais

Nx Informacdes 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 unico linfonodo homolateral de mais que 3 cm,
mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensdo,ou em mudltiplos
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 mudltiplos linfonodos homolaterais com niao 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 Metéstase 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 metdstases distantes

M1 Metastases a distancia
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Anexo 22

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para a categoria T o cancer da

cavidade nasal e seio etmoidal

Categoria T Tumor

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

Tis

T1 Tumor restrito a uma das sub-localizagées da cavidade nasal ou
seio etmoidal, com ou sem invasio dssea

T2 Tumor que envolve duas sub-localizacdes de uma unica
localizacdo ou que se estende para uma localizacdo adjacente
dentro do complexo naso-etmoidal, com ou sem invasao dssea

T3 Tumor invade a parede medial ou soalho de 6rbita, seio maxilar,
palato, ou 1amina cribriforme

T4a Tumor invade qualquer uma das seguintes estruturas: contetido
orbitdrio anterior, pele do nariz ou bochecha, extensdo minima
para fossa craniana anterior, laminas pterigdides, seio esfenoidal
ou frontal

T4b Tumor invade qualquer uma das seguintes estruturas: dpice orbital,

duramater, cérebro, fossa craniana média, outros nervos cranianos
que ndo seja o da divisdo maxilar do trigémio (V2), nasofaringe,

clivus
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Critérios de classificacio do sistema de estadiamento TNM para as categorias N e M do

Anexo 23

cancer da cavidade nasal e seio etmoidal

Categoria N Linfonodos Regionais

Ny Informacdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos regionais

No Linfonodos sem metdstases

N, Metéstase 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 Metastase em um unico linfonodo homolateral maior que 3 cm
mas nio mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em miiltiplos linfonodos homolaterais com ndo mais
que 6 cm em sua maior dimensdo

N2c¢ Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles
com mais que 6 cm na sua maior dimensio

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

Categoria M Metastase a distancia

Mx Informacdes insuficientes para a avaliagdo de metdstases distantes

MO Sem metdstases distantes

M1 Metastases a distancia

108



Anexo 24

Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer da cavidade nasal e seios paranasais

Estadio Cédigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
T1, NO, MO
Estadio I
T2, NO, MO
Estadio II
T3, NO, MO
Estéadio I1I 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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Anexo 25

Carta de consentimento pds —informagdo a ser obtida dos pacientes, para participa¢do no
estudo intitulado “Polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTTI, do Sistema da Glutationa S-
Transferase, e T6235C e A4889G do Gene CYPIAI, do Sistema do Citocromo P450, na

Susceptibilidade ao Carcinoma de Células Escamosas de Cabega e Pesco¢o™.

INOMIE dO PACIENTE: .......oooiiiiiiiieiie e et e e tee et eesbb e e st e sateesbeesabeesnseeens
Idade: ............... anos

RG: oo HC: oo
ENAEIECO: ...t e

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue
(volume: 10 ml) a ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente de que este sangue
serd utilizado para a avaliacdo de uma predisposi¢do familiar para o desenvolvimento de
cancer de cabeca e pescoco. Estou ciente que um fragmento do tumor retirado para
estabelecer o diagnostico da minha doenga serd utilizado para a avaliagdo de caracteristicas
proprias deste tumor. Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizacdo destes
exames. Sei que posso sentir dor de pequena intensidade e curta durac¢io no local de pungao
da veia. Sei que terei direito de saber o resultado do meu exame, caso esteja interessado.

Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu
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tratamento na UNICAMP. Sei que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo
pesquisador. Estou ainda ciente, que nenhum outro estudo usando o mesmo material serd
realizado sem a aprovacio do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP. Se tiver qualquer divida sobre o estudo poderei procurar a Profa. Dra. Carmen
Silvia Passos Lima, no ambulatério de Oncologia Clinica do Hospital das Clinicas da
UNICAMP, Tel: (019) 3788 7496, 3788 7363.

Se tiver reclamagdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar
a secretaria do Comité de Etica do Hospital das Clinicas UNICAMP. Tel: (019) 3788
8936/37887187

Tenho a op¢do ou ndo de aceitar o armazenamento do material genético por
mim fornecido (Resolucao 340/04), abaixo relacionada.

( ) aceito o armazenamento ( ) ndo aceito o armazenamento

Eu li/ouvi o conteido deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas

davidas oralmente.

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, ........ J A J A
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Anexo 26

Carta de consentimento pds —informagdo a ser obtida dos controles, para participacdo no
estudo intitulado “Polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTTI, do Sistema da Glutationa S-
Transferase, e T6235C e A4889G do Gene CYPIAI, do Sistema do Citocromo P450, na

Susceptibilidade ao Carcinoma de Células Escamosas de Cabega e Pesco¢o™.

INOMIE dO PACIENTE: .......oooiiiiiiiieiie et et te e sba e s et e e s teesbeesbeesnseeens
Idade: ............... anos
RG: .o RACA: ..o

Endereco residencial..................ocoooiiiiiiiiiiiiiie s

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei informacdes sobre a
ocorréncia de cancer de cabeca e pescoco em meus familiares e uma amostra de sangue
(volume: 10 ml) a ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente de que este sangue
serd utilizado para a avaliacdo de uma predisposicdo familiar para o desenvolvimento de
cancer de cabeca e pescoco. Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizagdo deste
exame. Sei que posso sentir dor de pequena intensidade e curta durag@o no local de pungao
da veia. Sei que terei direito de saber o resultado do meu exame, caso esteja interessado.
Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu
atendimento na UNICAMP. Sei ainda, que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo
pelo pesquisador. Sei que nenhum outro estudo serd realizado com o meu sangue sem a
aprovacio do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Se tiver

qualquer ddvida sobre o estudo poderei procurar a Profa. Dra. Carmen Silvia Passos Lima,
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no ambulatério de Oncologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP, Tel: (019)
3788 7496, 3788 7363.

Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar
a secretaria do Comité de Etica do Hospital das Clinicas UNICAMP. Tel: (019) 3788
8936/37887187

Tenho a op¢do ou ndo de aceitar o armazenamento do material genético por
mim fornecido (Resoluc¢do 340/04), abaixo relacionada.

( ) aceito o armazenamento () ndo aceito o armazenamento

Eu li/ouvi o contetdo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas

duvidas oralmente.

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, ........ YA VA
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Anexo 27

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

3 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
@ (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

® wy

B cepfom.unicamp.br
CEP, 04/10/05.
(Grupo 1)

PARECER PROJETO: N° 446/2005
CAAE: 0241.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INFLUENCIA DOS POLIMORFISMOS DE ALELOS DO SISTEMA DA
GLUTATIONA S-TRANSFERASE 1 (GSTM1) E THETA (GSTT1) E CYPIAI*2A E
CYP1A1*2B DO GENE CPYIA1 DO SISTEMA DO CITOCROMO P450 NA
SUSCETIBILIDADE AO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA E
PESCOCO”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Erica Furquim Soledade Neves Silva

INSTITUICAQ: FCM/UNICAMP

APRESENTAGCAO AO CEP: 09/03/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/08/06

I1 - OBJETIVOS

Avaliar as frequiéncias dos polimorfismos génicos em uma populagio de alta
heterogeneidade racial e de uma area com alta incidéncia de cancer. Espera-se com essa pesquisa
definir frequiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI1, GSTT1 e CYP1Al em individuos de
nossa populagdo e verificar se os mesmos estao associados ao carcinoma epidermoide de cabega
€ Pescogo.

111 - SUMARIO

Trata-se de um projeto de mestrado em Estomatopatologia que vai envolver 100
pacientes com carcinoma epiderméide (CEC) de cabega e pescogo atendidos por ocasido do
diagnostico ou durante seguimento clinico no ambulatério de Oncologia Clinica da FCM e 100
individuos controle doadores atendidos no Hemocentro do HC, pareados por sexo, idade e raga
com os pacientes. Serdo utilizados dados clinicos e anatomo-patolégicos do tumor obtidos de
interrogatorios especificos (para dados de identificagdo, idade, sexo, raga, padrdo de dieta.
etilismo, habito de fumar) e dos pronturios e sera realizada a genotipagem por reagao em cadeia
da polimerase (multiplex-PCR) e PCR e digestdo enzimatica. Os voluntarios do grupo em estudo
passardo por uma coleta de sangue por pungdo venosa para a coleta dos exames rotineiros
necessarios ao diagnéstico, quando vier o HC; o grupo controle sera submetido a uma unica
pun¢io venosa. Essas amostras de sangue periférico serio analisadas no laboratorio de Biologia
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Molecular do Hemocentro da Unicamp. O orgamento previsto é de R$ 14.759, 71, para material
de consumo e a solicitagio foi submetida ao CNPq.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto e os termos de consentimento livre e esclarecido para os pacientes e para ©
grupo controle estdo adequadamente redigidos e dentro das normas. As questdes levantadas
pelos assessores foram devidamente esclarecidas pela pesquisadora.

Recomendacao: corrigir o titulo do para “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”. o
nome do comité para “Comité de Etica em Pesquisa/FCM” (e ndo HC/UNIC AMP).

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Meédicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sao de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-sec a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que 0
aprovou (Res. CNS Item III.1.2), exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem 0
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com 0 parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.
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VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VIII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de agosto de 2005.

Profa. Draféﬁﬁnign(/?\‘ria Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Anexo 28

Distribui¢do dos 142 pacientes com cancer de cabega e pescogo, de acordo com a idade,o

sexo, a raca e hébito de fumar

Idade Tempo fumo Intensidade Tipo de
N° Caso Nome (anos) Sexo Raca Fumante (anos) Tabagismo Cigarro

1 A.D.S. 64 M N S 50 M 4
2 A.S. 82 M C S 63 M 1
3 A.C.B. 65 M C N 0 N 3
4 A.C.F. 57 M C S 30 P 1
5 A.C.S. 44 M C S 36 P 4
6 A.O. 56 M N S 40 M 1
7 A.dd.S. 55 M N S 35 M 1
8 AF. 71 M C S 25 M 1
9 A.P.G. 76 M C S 60 P 2
10 A.V.CD. 51 M C S 30 P 1
11 A.B. 73 M C S 62 P 1
12 A.A.P. 45 M C S 30 M 5
13 AJ.S.M. 56 F C S 15 M 1
14 B.R.S. 50 M N S 15 M 4
15 B.A.T. 47 F C S 20 M 1
16 B.F.A. 56 M C N 0 N 3
17 B.V.P. 73 M C S 50 M 4
18 C.A. 56 M N S 18 M 1
19 C.AR. 47 M C S 27 M 1
20 C.P. 53 M C S 27 M 1
21 C.R.D.E. 53 M C S 30 P 4
22 C.C. 69 M C S 20 M 1
23 C.B. 66 M C S 50 P 4
24 D.B.S. 60 M C S 30 P 1
25 D.N.S. 71 F C S 20 M 1
26 D.U. 60 M C S 40 M 4
27 D.M.G. 68 M N S 58 P 4
28 E.C.O. 73 M C S 50 P 1
29 E.M.J. 51 M C S 30 P 1
30 E.A.C. 50 M C S 35 P 1
31 E.M. 63 M C N 0 N 3
32 E.D.J. 68 F C N 0 N 3
33 E.A.S. 72 M C S 60 P 1
34 F.M.O. 50 M C S 37 P 4
35 F.P.G. 41 M C S 15 M 4
36 G.S. 62 M N S 34 M 1
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40
35
20
50
20
60
43

GM.T. 58

37
38
39
40

N.O.

49

G.Z.0.

48

H.A.
H.S.

73

46
66
68

LL.D.

41

J.F.
JEJ.

42

43

50
60
70
40

58
70

J1.G.C

44
45

J.P.
J.S.S.

80
78

46

1.X.0.
JJAW.

47

48

48

15
20
45

52
56
69
46

JR.S.

J.CM.

49

50
51

J.AS.

30
30
30
45

JAS.

52
53

52
60
69
58
48

J.AR.
J.B.N.S.

54
55

JB.F.

32
40
40

J.CA.
J.C.O.S.

56
57
58

64
50
56
71

J.d.O.

20
40
50
48

J.O.
JE.OR.

59
60
61

JF.C.
JL.PM.

62

62

52
40
40

62
55
61

J.L.D.

JM.L.S.

63

64
65

JM.B.T.

46

56
55
43

J.R.S.B.

66
67

40
25
50
45

1.X.
J.B.
L.B.

68

59
75

69
70
71

L.M.
L.F.R.
L.GR.

20

59
48

30
40

72
73

69
70

51

M.L.H.

70

M.K.
M.A.G.

74
75

30
50
40
60
25

69
62

N.C.

76
71

N.P.

69
55

N.F.

78

N.L.S.
N.O.G.

79
80

81

55
58

66

62
62
57

N.P.S.
N.T.S.

15
40

82
83

OF.
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35
18
12
50
40
50
48

47

0.G.S.C.

84
85
86
87
88
89
90
91

31

O.D.P.

51

O.U.T.

65

O.S.
P.M.E.

50
75
59
93

P.L.B.

N.O.

R.D.G
R.FL.

80
40
40

R.F. 63

R.S.M.

92
93

56
49

25

S.AL.

94
95

40

58

S.A.C.

30
30
60
20
32

61

S.B.
S.RJ.L.

96
97
98

43

73

T.I

44
48

V.M.

V.E.
V.V.S.

99

100
101

30
25

62

46

W.S.

102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

30

58

J.A.G.
B.AA.

10
36
35

55

59
48

A.Sa
L.S.R.
APG.

15
35

38
49

JL.C.
LR.A.

40
20
35
30
32
50
25
25

52

39
55

JLAOD.A

L.AS.A.

56
52
57
56
53

1S
ARF.

112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

P.J.C.
A.CF.

M.S.Q.

30
35

51

J.C.B.

50
55

J.AR

20
35

A.O.

58

J.B.F.

40
35

66

JAA.
AJ.GP.

61

122
123
124
125
126
127
128
129
130

30
15
40
20
35

57
53

N.M.

S.P.O.F.

52
56

63

J.AF.

A.B.
B.F.A.

34

47

S.J.T.
AXS.

30
65

57
72

B.M.
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131 J.C.C. 51 M C S 25 M 1
132 L.C.O. 73 M C S 50 P 1
133 JR.SF 66 M C S 54 P 2
134 J.AA. 52 M C S 30 P 1
135 CB.S. 71 M C S 15 M 1
136 E.JM. 48 M C S 30 P 1
137 J.CL. 56 M C S 12 M 1
138 L.CM. 52 M C S 40 P 1
139 E.EF. 47 F C S 15 M 1
140 J.AR. 70 M C S 55 P 1
141 P.A. 57 M C S 25 M 1
142 J.O.D. 60 M C S 30 P 1

C: caucasoéide; N: negrdide, M: masculino, F: feminino; L: consumo discreto, M: consumo
moderado, P: consumo acentuado, N: ndo fumante, N.O.: informacao ndo obtida, 1: cigarro
de filtro, 2: fumo de corda, charuto ou cachimbo, 3: nenhum tipo, 4: 142, 5: informac¢do ndo

obtida
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Anexo 29

Distribui¢do dos 142 pacientes com cancer de cabega e pescoco de acordo com o hébito de

ingerir bebidas alcodlicas

Tempo Alcool Intensidade
N° Caso Nome Usudrio Alcool (anos) Tipo Bebida Etilismo
1 A.D.S. S 30 2 P
2 A.S. S 60 2 P
3 A.CB. S 40 4 M
4 A.C.F. N 0 5 N
5 A.CS. S 36 4 P
6 A.O. S 40 2 M
7 A.dd.S. S 14 1 L
8 AF. S 20 1 L
9 AP.G. N 0 5 N
10 A.V.C.D. S 20 4 P
11 A.B. S 50 2 L
12 A.AP. S 30 6 N.O.
13 A.JS.M. S 48 4 M
14 B.R.S. S 36 4 P
15 B.A.T. N 0 5 N
16 B.F.A. S 20 2 P
17 B.V.P. S 25 2 M
18 C.A. S 25 2 P
19 C.AR. S 30 2 P
20 C.P. N 0 5 N
21 C.RD.E. S 25 2 P
22 C.C. S 12 4 P
23 C.B. S 40 4 P
24 D.B.S. S 30 2 M
25 D.N.S. N 0 5 N
26 D.U. S 40 2 M
27 DM.G. S 30 4 P
28 E.C.O. S 40 4 M
29 EM.J. N.O. N.O. 6 N.O.
30 E.A.C. S 10 4 P
31 E.M. N 0 5 N
32 E.D.J. N 0 5 N
33 E.A.S. S N.O. 4 P
34 F.M.O. S 30 2 M
35 F.P.G. S 20 1 L
36 G.S. N 0 5 N
37 G.M.T. S 40 2 P
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

84
85

G.Z.0.
H.A.
H.S.

LL.D.

J.F.
JEJ.
J.G.C
J.P.
J.S.S.
1.X.0.
JJAW.
JR.S.

J.CM.

J.AS.

JAS.

J.AR.

J.B.N.S.
J.B.F.
J.CA.

J.C.O.S.
J.d.O.

J.O.

JLE.OR.
JE.C.

JLPM.
J.L.D.

JML.S.

JMB.T.

J.R.S.B.

1.X.
J.B.
L.B.
LM.

LFR.

L.GR.

M.L.H.
M.K.

M.A.G.
N.C.
N.P.
N.F.

N.L.S.

N.O.G.

N.P.S.

N.T.S.
O.F.

0.G.S.C.
O.D.P.

35
20
30
20
40
30
38
55
70
30
25
15
30
30
30
30
10
45

34
40
20

N.O.

30
48
35
40
46
20
18
50
60
44
20
40
14
30
40
45
40
15
15
40
15
40
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132

O.U.T.
0.S.
P.M.E.
P.LB.
R.D.G
R.F.L.
R.F.
R.S.M.
S.A.L.
S.A.C.
S.B.
S.RJ.L.
T.L
V.M.
V.E.
V.V.S.
W.S.
J.AG.
B.AA.
A.Sa
L.SR.
APG.
JL.C.
LR.A.
J.LA.OD.A
L.AS.A.
1.S
ARF.
PJ.C.
A.CF.
M.S.Q.
J.C.B.
J.LAR
A.O.
J.B.F.
JLAA.
A.J.G.P.
N.M.
S.P.OF.
J.AF.
A.B.
B.F.A.
SJ.T.
AX.S.
B.M.

J.C.C.
L.C.O

20
50
15
55
20

35
20
25
30
37
30
53

N.O.

32
10
25
10
10
30
30
15
30
30
20
15
20
30
20
30
30
15
30
35
35
45

35
25
50
30
35
34
30
67
20
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133 JR.SF. S 3 2 P
134 J.AA. S 15 1 M
135 CB.S. S 55 2 M
136 E.J.M. S 20 2 M
137 J.C.L. S 30 2 P
138 L.CM. S 30 2 P
139 E.EF. S 15 1 M
140 J.AR. N 0 5 N
141 P.A. S 25 2 P
142 J.O.D. S 35 2 M

1: cerveja, 2: destiladas, 3: vinho, 4: dois ou mais tipos de bebida, 5: nenhum tipo de bebida, 6:
informagdo ndo obtida, L: consumo discreto, M: consumo moderado, P: consumo acentuado, N: ndao

ingerem bebidas alcodlicas, N.O.: informagao ndo obtida
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Anexo 30

Distribui¢do dos 142 pacientes com cancer de cabega e pesco¢o quanto ao habito alimentar

N° Caso Nome Porc¢oes Carnes Porcoes Vegetais Por¢oes Frutas Porcées Cereais
1 ADS. P P P B
2 A.S. P P P B
3 A.C.B. P P P P
4 A.CF. A A B B
5 A.CS. P P P P
6 A.O. P P P P
7 A.dd.S. A B B B
8 AF. B B P B
9 APG. P P P B
10 A.V.CD. P B B B
11 A.B. B B B B
12 A.AP. B B B B
13 AJSM. A A P P
14 B.R.S. P P B B
15 B.A.T. P P B B
16 B.F.A. B B B B
17 B.V.P. P P B B
18 C.A. B B B B
19 C.AR. P A B P

20 C.P. B B B B
21 C.R.D.E. P B B B
22 C.C. B B B B
23 C.B. P B B B
24 D.B.S. B B B B
25 D.N.S. B P B B
26 D.U. B P P B
27 D.M.G. P A P P
28 E.C.O. P P P B
29 E.M.J. A P P B
30 E.A.C. P P P P
31 E.M. P P P B
32 E.DJ. B P P P
33 E.AS. P P P P
34 F.M.O. P B B B
35 F.P.G. P B P B
36 G.S. P B B B
37 G.M.T. P P B B
38 G.Z.0. P B B B
39 H.A. B P P P
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H.S.

40

LL.D.

41

J.F.
JEJ.

42

43

J.G.C.

44
45

J.P.
J.S.S.

46

1.X.0.
JJAW.

47

48

JR.S.

49

J.CM.

50
51

J.AS.

JAS.

52
53

J.AR.
J.B.N.S.

54
55

J.B.F.

J.CA.
J.C.O.S.

56
57
58
59

1.d.O.

J.0.
JE.OR.

60
61

J.F.C.
JL.P.M.

62

J.L.D.
JM.L.S.

63

64

JM.B.T.

65

J.R.S.B.

66
67

1.X
J.B.
L.B.

68

69

LM.
L.F.R.

70
71

L.GR.
M.L.H.

72
73

M.K.
M.A.G.

74
75

N.C.

76
71

N.P.

N.F.

78

N.L.S.
N.O.G.

79
80

81

N.P.S.
N.T.S.

82
83
84
85
86
87

O.F.
0.G.S.C.

O.D.P.

O.U.T.

O.S.
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88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

P.M.E.
P.L.B.
R.D.G
R.F.L.
R.F.
R.S.M.
S.A.L.
S.A.C.
S.B.
S.RJL.
T.L
V.M.
V.E.
V.V.S.
W.S.
J.A.G.
B.AA.
A.Sa
L.S.R.
AP.G.
JIL.C.
L.R.A.
JLA.O.D.A
L.AS.A.
1S
ARF.
P.J.C.
A.CF.
M.S.Q.
J.C.B.
J.AR
A.O.
JB.F.
JAA.
AJ.GP.
N.M.
S.P.OF.
J.AF.
A.B.
B.F.A.
S.J.T.
AX.S.
B.M.
J.C.C.
L.C.O.
JR.S'F.
JLAA.
C.B.S.
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136
137
138
139
140
141
142

E.JM.

J.C.L.

L.CM.

E.E.F.
J.AR.
P.A.
J.O.D.
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A: maior do que a ingestdo preconizada, B: menor do que a ingestao preconizada, P: ingestdo

preconizada
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Anexo 31

Distribui¢do dos 142 pacientes com cancer de cabega e pescoco de acordo com a
localizagdo, o grau de diferenciagdo, o estddio TNM do tumor e os gendtipos GSTM 1,

GSTTI e CYPIAI

GST CYPIAI
Grau

Caso Nome Localizacdo diferenciacio TNM GSTM1 GSTTI T6235C A4889G

1 A.d.S. F N.O. IvC DEL pre TT AA
2 AS. L pPOUCO I PRE del TT AA
3 A.CB. O MOD 1I DEL pre TT AG
4 A.CF. L MOD 1 PRE pre TT AA
5 A.CS. F N.O. IV A PRE del TT AA
6 A.O. O MOD IV A PRE pre TT AA
7 A.dd.S. L MOD I PRE pre TT GG
8 AF. F MOD 1I PRE pre TC GG
9 APG. L MOD IVA PRE del TC AA
10 A V.CD. F MOD III PRE pre TC AA
11 A.B. L BEM 1 PRE pre TT AA
12 AAP. F MOD IV B PRE pre TT AA
13 AJ.SM. L MOD IVB DEL pre TT AA
14 B.R.S. F pPOUCO IVB PRE pre TT AA
15 B.AT. L N.O. N.O. DEL pre TT AA
16 B.F.A. L MOD III PRE del TT AA
17 B.V.P. F MOD IV A DEL pre TT AA
18 C.A. O N.O. IVA PRE pre TT AA
19 C.AR. F MOD 1I PRE del TT AA
20 C.p. O MOD 1I PRE pre TT AA
21 CR.D.E. L MOD 111 PRE pre TT AA
22 C.C. F MOD IV A PRE pre TT AA
23 C.B. L MOD IV A DEL pre TT AG
24 D.B.S. L MOD IVA DEL pre TT AA
25 D.N.S. N N.O. N.O. PRE pre TT AA
26 D.U. F MOD 1I PRE pre TT AA
27 D.M.G. F MOD 1I PRE pre TC AA
28 E.C.O. (0] MOD IV A DEL pre TC AA
29 E.M.J. O MOD 1II PRE pre TT AA
30 E.A.C. F BEM IVB DEL pre TT AA
31 E.M. N N. O. IVvC PRE pre TC AG
32 ED.J. F INDIF IVB PRE pre TC AA
33 E.A.S. L MOD IVA PRE del TT AA
34 F.M.O. F MOD IVB DEL pre TT AA
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

F.P.G.
G.S.
GM.T.
G.Z.0.
H.A.
H.S.
LL.D.
J.F.
J.EJ.
1.G.C
J.P.
J.S.S.
J1.X.0.

JJAW.

J.R.S.
J.CM.
J.AS.
J.AS.
J.AR.

J.B.N.S.

J.B.F.
J.CA.

J.C.O.S.

J.d.O.
J.0.

JE.OR.

J.E.C.

JLP.M.

J.LD.

JM.L.S.
JM.B.T.
J.R.S.B.

J1.X.
J.B.
L.B.
L.M.
L.F.R.
L.GR.
M.L.H.
M.K.
M.A.G.
N.C.
N.P.
N.F.
N.L.S.
N.O.G.
N.P.S.
N.T.S.

Mmoo oMo o ZOE NN O ZCO OO OO o r oM O O o

INDIF
MOD
MOD
MOD
INDIFER
MOD
N.O.
BEM
MOD
MOD
MOD
MOD
INDIF
MOD
N.O.
MOD
MOD
MOD
MOD
POUCO
MOD
BEM
MOD
BEM
N.O.
BEM
N.O.
MOD
BEM
MOD
BEM
MOD
MOD
MOD
BEM
MOD
POUCO
MOD
MOD
MOD
MOD
POUCO
MOD
MOD
MOD
MOD
POUCO
N.O.

IVB
IVA
IVA
1I
1II
IVB
IVA
IV A
IVA
IvC
IV A
1
IvC
IVA
IV A
IV A
IV A
I
IVB
IVA
1I

1
1
IvC

N.O
IVB

1I

11T

1
IVB
111
IVA
IV A
IVA
IVA
IV A
1I
1I

IV A
N.O.

PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
DEL
DEL
PRE
DEL
DEL
DEL
DEL

pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
del
pre
del
pre
pre
del
del
pre
del
pre
del
del
pre
pre
del
del
del
pre
pre
del
del

TT
CcC
TC
TT
TC
TT
TC
TT
TC
TC
TC
TC
TC
TT
TT
CC
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TC
TC
TT
TC
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TC
TT
TT
CcC
TT
TT

AA
AA
AG
AA
AG
AA
AA
AA
GG
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
GG
AA
AA
AG
AA
AG
GG
AG
AA
AG
AA
AG
AG
AG
AA
AG
GG
AG
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AG
AA
AG
AA
AA
AA
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83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

O.F.
0.G.S.C.
O.D.P.
O.U.T.
O.S.
P.M.E.
P.L.B.
R.D.G
R.F.L.
R.F.
R.S.M.
S.A.L.
S.A.C.
S.B.
S.RJ.L.
T.L
V.M.
V.E.
V.V.S.
W.S.
J.AG.
B.AA.
A.Sa
L.S.R.
AP.G.
J.L.C.
L.R.A.
J.LA.O.D.A.
L.AS.A.
1S
A.RF.
P.J.C.
A.CF.
M.S.Q.
J.C.B.
J.AR
A.O.
J.B.F.
JAA.
AJ.G.P.
N.M.
S.P.OF.
J.AF.
A.B.
B.F.A.
S.J.T.
AXS.
B.M.

mToMmMrCrCorrmMoOoOTmMOoOMMOr T TMMOM M ZZO0o0OM M COoO M- M Z H

MOD
MOD
pPOUCO
BEM
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
POUCO
N.O.
N.O.
POUCO
POUCO
MOD
MOD
MOD
POUCO
INDIF
MOD
INDIF
MOD
MOD
POUCO
INDIF
BEM
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
INDIF
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
MOD
POUCO
MOD
POUCO

IV A
IVA
IV B
1I
1I
IVB
1I
IV A
IV B

IVA
1I
IVA

IVA
IVB
IV A
N.O.
IVB
IV A
IVA
IVA
IVB
IVB
IVB
IVA
IV B
IVA
IVA
IVA
IV A
IVB
1I
III
III
IVA
IV A
IVA
IVB
III
III
1I
1I
III
1I
III
IV A
IVB

PRE
DEL
DEL
DEL
DEL
PRE
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
PRE
DEL
PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
PRE
DEL
DEL
DEL
PRE
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
PRE
DEL
DEL
DEL
PRE
PRE
DEL
PRE
DEL
PRE
DEL
PRE
PRE
DEL
DEL
DEL
DEL
PRE
PRE
DEL

pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
pre
pre
del
pre
del
del
del
pre
pre
del
del
pre

TT
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TC
TT
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TT
CcC
TT
TT
TC
TC
TT
TT
TT
TC
TC
TT
TC
TC
TT
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TT
TC
CC
TC
TC
TC
TT
TT
TT
TC
TC
TC

AA
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AG
AA
GG
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AG
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AG
AG
AG
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
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131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

J.C.C.
L.C.O.

JR.S.F.

J.AA.
CB.S.
E.J.M.
J.CLL.

L.CM.

EEF.
J.AR.
P.A.
J.O.D.

omommmZC Mmoo Z

N.O.
MOD
MOD
MOD
MOD

POUCO
MOD
POUCO
MOD

BEM
INDIF
MOD

IvC
IV A
IVB
IVA
1II
IV A
IV A
1II
IV A
IV A
1I
IV A

PRE
DEL
PRE
DEL
PRE
DEL
DEL
PRE
DEL
DEL
PRE
DEL

del
pre
pre
del
pre
pre
pre
del
pre
del
pre
pre

TT
TT
TC
TC
CcC
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TC

AA
AA
AG
AG
AA
AG
AG
AA
AG
AG
AA
AA

O: cavidade oral, F: faringe, L: laringe, N: cavidade nasal e seios paranasais, MOD: moderadamente

diferenciado, BEM: bem diferenciado, POUCO: pouco diferenciado, INDIF: indiferenciado, N.O.:

informacg@o ndo obtida, PRE: individuos com os genes GSTMI presentes, DEL: individuos com

delecdo homozigética do gene GSTMI, Pre: individuos com os genes GSTT! presentes, del:

individuos com dele¢cdo homozigética do gene GSTT1, TT: individuos com o gendtipo selvagem do

polimorfismo T6335C do gene CYPIAI, TC: individuos com o genétipo heterozigoto, CC:

individuos com genétipo variante em homozigose do polimorfismo T6235C do gene CYPIAI, AA:

individuos com o genétipo selvagem do polimorfismo A4889G do gene CYPIAI; AG: individuos

com o gendtipo variante heterozigoto, GG: individuos com o gendtipo variante em homozigose do

gene CYPIAL
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Anexo 32

Distribui¢ao dos 142 controles de acordo com a idade, o sexo, raca, habito de fumar e

identificacdo dos polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 e dos polimorfismos T6235C

e A4889G do gene CYPIAI
GST CYPIAI
Caso Doador Idade Sexo Raca Tabagismo GSTM1 GSTT1 T6235C  A4889G

1 MARC 57 F C N del PRE TT AA
2 PBS 51 M C N del PRE TT AA
3 SMS 54 M N N pre PRE TT AA
4 MLVS 57 F C N pre PRE TT AA
6 EPT 59 M N N del PRE TC AA
7 NPS 55 M C N pre PRE TT AA

8 NGAB 50 F C N del PRE TT AA
9 MVG 57 M C N del PRE TT AA
10 AAG 54 M C S pre PRE TT AA
11 FB 54 M C S pre PRE TC AA
12 WMC 52 M C N del PRE TT AA
13 JEN 59 M C S pre PRE TT AA
15 JC 52 M C N del PRE TC AA
16 CD 54 M C N del PRE TT AA
17 BE 53 M C N pre PRE TC AA
18 JAS 51 M N N.O. del PRE TT AA
20 JAN 52 M N N pre DEL TT AA
21 MPSL 57 F C N del PRE TC AA
22 JFS 57 M C S del DEL TT AA
23 ART 53 M C N del DEL TT AA
24 NS 56 M N S del PRE TT AA
25 ET 55 M C S del PRE TT AG
25 ET 55 M C N del PRE TT AA
26 JCAN 53 M N S pre PRE TC AA
27 JRC 50 M C N.O. pre PRE TT AA
29 ANP 56 M C N.O. del PRE TT AA
30 JCS 50 M C N pre DEL TT AA
31 MSS 57 F N S pre PRE TT AA
32 0oJ 58 M C S del PRE TC AA
33 VO 50 M C N del PRE TT AA
34 MIJS 53 M C N pre PRE TT AA
35 EGO 57 M C N del DEL TT AA
38 HIM 50 M C N del PRE TT AA
40 MC 55 M C N pre PRE TT AA
41 MN 53 M C N.O. del PRE TT AA
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AA

TC
TC
TC
CcC
TT
TT
TT
TC

PRE

del
pre

N.O.

52
58
50
56
56
51

ADC

BFPC

42

PRE AA

PRE

N.O.
N.O.

43

AA
AA

del
del
pre

VPT
APM

44
45

PRE

AA

DEL
PRE
PRE

SR
JBBM
MLS
MGB

46

AA

del
del
del
pre
pre
pre

47

AG

56
54
51

48

AA

PRE
DEL
PRE

49

AG
AA

TT
TT
TC

GPS
IS
EBN

50
51

N.O.

50
52
50
53
55
55
53
55
55

AG
AA
GG
AG
AA

PRE
PRE

53

TT
CcC
TC
TT

pre

UT

54
55

PRE

del
pre

JGS
JGAS

DEL
PRE

56
57
59

del
pre

PJS
DAS

AA
AG

AG

CcC
TT
TT

DEL
PRE
PRE

del
del
del
pre

PAS
JPS
DAA

60
64

71

N.O.

AA

TT
TC
TT
TC

DEL
PRE
PRE
DEL
PRE
PRE
PRE

50
58

AA

NY

72
75

AA
AA

pre
pre
pre

59
58
53

JAF

N.O.

JAC

76
77

AA
AG
AG
AA

TT
TT
TT
TC
TT
TC

N.O.
N.O.

CD
AD
LGO
WMS
RBAN

pre

52
57

78

del
pre

80
81

PRE
PRE
DEL
DEL
PRE

57

AG

del
pre
pre

N.O.

56
56
50
50
56
59
50
51

82
85

AG
AA

EB
ACF
FLGF
PNOS

TT
TT
TT
TT
TT
TT

87

AA
AG
AG
AG

pre

89
91

PRE

del
pre

PRE
PRE
DEL
DEL
PRE

LGT

94
96
97
98
100

del
pre

N.O.
N.O.

AR

AA

EFS
LM
ORP
JAS
JPML

AG
AA

TT
TC

del
del
pre

53

56
57

AG
AG

TT
TT
TC
TT
TC
TT

DEL
DEL
PRE
PRE

102
103

del
del
pre
pre

52
58

AG

HPL
JSN

104
105

AA

N.O.

58
51

AA

PRE
PRE

AB

110
112
113

AG

pre
pre
pre

57

BB

AA
AA

TT
TC
TC
TC

PRE

56
52
56
57

SFR
EFS
BA
JPA
ACB
MPM

PRE
PRE
PRE

114
115

AA
AA

pre

del
pre

N.O.

116
118
124

AA

TT
TT

PRE
PRE

56
59

AA

del
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AA
AG

AG

TT
TT
TC
TC
TT
TC
TC
TT

PRE

pre

58
56

49

RFM

126
127
128
129
130
131

DEL
PRE
PRE

del
pre
pre

LC
ECB
MJB

AA

58
50
55
60
60
57
50
60
51

AA

PRE

del
del
pre

ST
LASB

AA

PRE

AA

PRE

MHP
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AG
AA
AG
AA

PRE

del
pre

IDS

134

TT
TC

DEL
PRE

IF
FPB

136

del
del
pre

139

TT
TT
TT

DEL
PRE
PRE

WF

140
141
145

AG

N.O.

GTS
BC
KK

JPLF

JICM

AG

del
pre

N.O.

56
56
52
50
52
59
59
59
55
50
60
55
56
52
55
54
59
51

AA

TT
TC
TT

DEL
PRE
PRE

147

AA
AA

pre

148

151

del
pre

AA

TT
TT
TT
TC
TT
TC
TT
TT

PRE
PRE

BIZ
CM
AFDO

152
153

AA
AA

pre

N.O.

PRE

del
pre

156

AA

PRE
DEL
PRE

N.O.

N.O.

JAS

157

AG

del
pre

JRF

ACS

159
161

AG
GG

AA

DEL
PRE

del
del
pre
pre

ESR
JMHM
RBM

165
167
168
169
170

AA
AA

TT
TT
TT
TC

PRE

PRE
DEL
PRE

LO
JRS

AA
AG
GG
AA

pre
pre

N.O.

AC

174

CcC
TC

PRE
PRE
PRE

del

pre

N.O.

AP

179

RM
AR

182
183

AG
AG

TT
TC
TC
TC

del
del
del
del
pre

58
56
58
55
58

PRE
DEL
PRE

LG
MCT

186

AG

187

AA

SN
LOR

188

AA

TT
TT
TC
TT

PRE
PRE

192

GG
AA

del
pre

58
57
55
56
55
54
57
59
56
53
57
58

JEP

194
195

PRE
PRE

N.O.

JSB

AA

del
pre
pre
pre

N.O.

JCQ

197

AA
AA

TT
TT
TT
TT
TC
TC
TT

PRE
PRE

AB

198

JIA
JVR

199
205
209
212
217
219
220
221
223

AA

PRE
DEL
DEL
PRE
PRE

AG

del
pre

CCP
FDF

WF

AA

N.O.

AA

del
pre
pre

AA
AA
AA

N.O.

MIS
WAC

TT
TT
TC

PRE

PRE

del
pre

LAS
BTN

AA

PRE

55
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224
226
228
230
231
232
233
236
239

241
244

AB
JAS
AR
JBO
CVS
JAR
AB
IS
EPI

JSN
MSF

50
55
55
51
55
60
58
51
58

59
59

EEmMEEEEEEEER

a0z aoanza

Z
VJ:CZ):C)Z:CZDZZUJUJZZ

del
pre
pre
pre
pre
pre
pre
del
pre

pre
pre

PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
PRE
DEL
DEL
PRE

PRE
PRE

TT
TT
TT
TT
CcC
TC
TT
TT
TT

TC
TC

AA
AG
AA
AA
AG
AA
AG
AG
AA

AA
AA

F: feminino, M: masculino, C: caucaséide, N: negrdide, A: asidtico, N: ndo fumante, N.O.:

informac@o ndo obtida, S: fumante, PRE: individuos com os genes GSTMI presentes, DEL:

individuos com delecdo homozigética do gene GSTMI, Pre: individuos com os genes GSTTI

presentes, del: individuos com delecdo homozigética do gene GSTTI, TT: individuos com o

gendétipo selvagem do polimorfismo TT6335C do gene CYPIAI, TC: individuos com o genétipo

heterozigoto, CC: individuos com polimorfismo variante em homozigose do polimorfismo T6235C

do gene CYPIAI, AA: individuos com e genétipo selvagem em homozigose do polimorfismo

A4889G do gene CYPIAI; AG: individuos com o gendtipo hetrozigoto, GG: individuos com o

gendtipo variante em homozigose do gene CYPIAI.
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