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RESUMO

Introducdo: A suscetibilidade ao cancer de cabeca e pescoco ¢ modulada por fatores
ambientais e genéticos. Cerca de 90% destes tumores sdo classificados como
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, que se desenvolve nas superficies
mucosas do trato adreo digestivo superior. Alteragdes no mecanismo de
biotransforma¢do de compostos exdgenos podem resultar na geracdo de substincias
nocivas e predispor a malignizacdo celular. Espécies reativas de oxigénio (EROs)
resultam do metabolismo biotransformativo realizado por enzimas antioxidantes.
Alteragdes na expressdo ou na atividade dessas enzimas podem levar ao aumento de
EROs intra e extracelular, que sdo capazes de promover danos oxidativos a célula,
mutacdes no DNA e desequilibrio na homeostase celular, que convergem em estados
patologicos como o cancer. Objetivo: O presente estudo avaliou a expressao de genes
envolvidos no metabolismo antioxidante (Fase II) de compostos exdgenos em
carcinoma espinocelular de cavidade oral (CEC oral). Casuistica e Métodos: Foram
analisadas oito amostras de CEC oral e oito tecidos ndo tumorais adjacentes. A
quantificagdo da expressdo de 84 genes envolvidos no sistema de antioxidacdo foi
realizada por Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real utilizando o
kit TagMan Array Human Antioxidant Mechanisms (Applied Biosystems). As analises
estatisticas foram realizadas por D'Agostino & Pearson omnibus normality test, One-
sample T test, Wilcoxon signed rank test, Two-sample T Test e Mann-Whitney test.
Resultados: Vinte e um genes apresentaram expressdo diferencial em CEC oral
(P<0,05). Quatro genes exibiram expressdo elevada (ATOX1, PRDX4, PRNP e SOD2)
e dezessete expressdo reduzida (ALOX12, CAT, CSDEI, DHCR24, DUOXI, DUOX2,

EPHX2, GLRX2, GPX3, GSR, GSTZI, MGST3, PRDXI, OXRIl, OXSR1, SODI e
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SOD3). Os genes diferencialmente expressos estdo relacionados a processos
bioldgicos envolvidos na carcinogénese, tais como inflamagdo, angiogénese, apoptose,
instabilidade gendmica, invasdo, sobrevivéncia e proliferacdo celular, e podem
contribuir para o desenvolvimento do carcinoma espinocelular de cavidade oral. A
expressdo génica ndo apresentou associacdo com os parametros clinicos e
histopatologicos dos tumores. Conclusdo: Genes que codificam enzimas envolvidas
no metabolismo de antioxidacdo de compostos exdgenos apresentam expressiao
diferencial em CEC oral. Alteracdes na expressdo desses genes podem modular
processos bioldgicos relacionados a detoxificagdo de compostos toxicos a célula e

predispor a malignizagdo celular na cavidade oral.

Palavras chave: estresse oxidativo, antioxidantes, carcinoma de células escamosas,

cavidade oral, carcinogenos.
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ABSTRACT

Introduction: Susceptibility for head and neck cancer is modulated by environmental
and genetics factors. About 90% of these tumors are classified as head and neck
squamous cells carcinoma which develops in the mucosal surface of the upper aero
digestive tract. Alteration of the biotransformation mechanism of exogenous
compounds can result in production of damaging substances and predispose to
malignant cell development. Reactive oxygen species (ROS) are the result of
biotransformation metabolism performed by antioxidant enzymes. Alteration of the
expression or activity of these enzymes can lead to the increase of intra and
extracellular ROS, which are able to promote oxidative damage in the cell, DNA
mutation and disequilibrium of the cellular homeostasis which converge in
pathological conditions such as cancer. Objectives: The present study evaluated the
expression of genes involved in Phase II metabolism of exogenous compounds in oral
squamous cells carcinoma (OSCC). Casuistic and Methods: Eight samples of OSCC
and adjacent non tumor tissues were analyzed. The relative quantification of 84 genes
involved in the antioxidant system was performed by quantitative real time
Polymerase Chain Reaction in Real Time using the TaqgMan Array Human Antioxidant
Mechanisms (Applied Biosystems). Statistical analyses were performed using
D'Agostino & Pearson omnibus normality test, One-sample T test, Wilcoxon signed
rank test, Two-sample T Test and Mann-Whitney test. Results: Twenty-one genes
presented differential expression in OSCC (P<0.05). Four genes exhibited high
expression (ATOX1, PRDX4, PRNP and SOD2) and seventeen genes presented
reduced expression (ALOX12, CAT, CSDEI, DHCR24, DUOXI, DUOX2, EPHX2,

GLRX2, GPX3, GSR, GSTZ1, MGST3, PRDX1, OXR1, OXSRI, SODI and SOD?3).
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The differential expressed genes are related to biological processes involved in
carcinogenesis, such as inflammation, angiogenesis, apoptosis, genomic instability,
invasion, survival and cell proliferation. Gene expression was not associated to clinic
and pathologic parameters of the tumors. Conclusion: Genes encoding enzymes
involved in the antioxidant metabolism of exogenous compounds present differential
expression in OSCC. Alteration in the expression of these genes can modulate
biological processes related to detoxification of toxic compound and predispose to

malignant cell growth in the oral cavity.

Palavras chave: oxidative stress, antioxidants, carcinoma squamous cell, oral cavity,

carcinogens.
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1. INTRODUCAO

Comumente conhecido como cancer de cabega e pescog¢o, o carcinoma
espinocelular ou de células escamosas (CEC) compreende uma variedade de tumores
epiteliais nas superficies mucosas do trato aéreo digestivo superior situado na cavidade
oral, orofaringe, nasofaringe e laringofaringe."

De acordo com GLOBOCAN (2012), a incidéncia mundial de cancer de cabeca e
pescogo em homens foi de 513.104 casos e 173.224 em mulheres.”’ No Brasil, para o
ano de 2016 estima-se 11.140 novos casos de cancer de cavidade oral em homens e
4.350 em mulheres. Entre os tipos de cancer mais frequentes, exceto cancer de pele ndo
melanoma, o cancer de cavidade oral ocupa o quinto lugar em homens e o décimo
segundo lugar em mulheres.”®)

O surgimento de tumores de cabega e pescogo possui etiologia multifatorial e
esta associado a fatores hereditarios e ambientais.*”” O consumo de 4lcool e cigarro sdo
fatores etiologicos ja conhecidos para o desenvolvimento dessa patologia.® ®*~'? Com
mais de 70 agentes carcinogénicos, o cigarro ¢ responsavel por causar mutacdes
celulares e hiperplasia difusa da mucosa do trato aéreo digestivo superior promovendo o
crescimento celular alterado causado pela interacdo entre as N-nitrosaminas € aminas
aromaticas com o DNA, que resulta na formagdo de adutos.!'"'?

Assim como o cigarro, o alcool interage com o DNA e componentes celulares
por meio de seu metabolito primario acetaldeido, cuja alta reatividade também leva a
formacdo de adutos estaveis de DNA."*'® O consumo excessivo de élcool pode

acarretar deficiéncias nutricionais em razio de constantes falhas na absor¢do intestinal e

~ . T 1 . . ,
alteracdes em vias metabolicas."” O uso concomitante de cigarro e alcool leva a
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inibicdo de diversas isoformas da familia Citocromo P450 (CYP450), o que impede a
ativacdo e posterior excrecdo de moléculas nitrosaminas liberadas pelo cigarro !7'®)

A superfamilia CYP450 constitui a principal familia de enzimas capaz de
catalisar a biotransformacdo oxidativa da maioria das drogas, bem como outros
compostos quimicos exégenos lipofilicos."**” As enzimas CYP450 e Epoxide
Hidrolase (EPHX) participam do metabolismo de Fase I, na qual catalisam a oxidagdo
de substratos e, eventualmente, reagdes de reducdo. Compostos intermediarios
resultantes do metabolismo dependente de CYPs, que com frequéncia exercem efeito
toxico ou carcinogénico, sdo posteriormente inativados por reacdes de conjugacdo
dependentes de enzimas de Fase I1.%"

Entre as enzimas de Fase II destaca se a familia Glutationa S-Transferases
(GST) composta por oito componentes distintos em relacdo a propriedade imunoldgica,
estrutura e substrato especiﬁco.m) Polimorfismos identificados em genes GST sugerem
predisposi¢do ao desenvolvimento de cancer de cabega e pescogo. *

As enzimas CYPs sdo fundamentais na bioativacdo de carcindgenos e
quimioterapicos, e, por sua vez, t€ém papel importante na etiologia do céncer e nas
terapias que o combatem.®** Como resultado do consumo do cofator fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) pelas CYPs microssomais, ocorre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), independente da presenca de
substratos.*®

EROs podem ser tanto radicais livres como derivados ndo radicais de
oxigénio. A maioria das EROs sdo geradas como subprodutos do transporte de elétrons

. A . ~ . ~ . . cy . . @
na mitocondria e em reagdes de oxidacdo catalisadas por intermediarios de metais.?”
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Entretanto, as EROs também se formam mediante exposi¢do a agentes ambientais, tais
como xenobidticos, carcindgenos ndo genotdxicos, ultrassom e radiacdo.?®

As EROs aliam-se a moléculas sinalizadoras, cujos mecanismos moleculares
responsaveis por esta interagdo sdo importantes na sinalizagdo de varios processos
celulares, tais como proliferagdo e sobrevivéncia, cascata da proteina quinase mitdogeno
ativada (MAPK), via do fosfoinositide-3-quinase (PI3K), homeostase de EROs e de
genes antioxidantes (Ref-1 ¢ Nrf-2).*”

O estresse oxidativo ocorre quando as EROs ndo sdo adequadamente
neutralizadas ou removidas e estd associado @ mudanca no equilibrio intracelular EROs
/antioxidantes.®” Este desequilibrio acarreta excesso de EROs causadores de adutos no
DNA por meio da formacdo de compostos mutagénicos, além de ativar proto-oncogenes
e desativar genes supressores tumorais.”"

Doengas como aterosclerose, Parkinson e Alzheimer e cancer sdo patologias
intrinsecamente relacionadas ao desequilibrio da homeostase celular ocasionado pelo
estresse oxidativo, processo precursor de fisiopatologias como inflamagdo, apoptose,
angiogénese e envelhecimento celular.®**?

Em cancer oral, as EROs foram relacionadas ao desenvolvimento tumoral em
individuos fumantes.®**> Além disso, estudos demonstraram intensa producdo de
radicais livres em células epidérmicas de carcinoma oral humano in vitro em resposta ao
tabaco.®® O estresse oxidativo esta associado com céncer da cavidade oral quando as
defesas antioxidantes sdo comprometidas. O acimulo de constantes danos enddgenos ao
DNA celular por meio de radicais livres gerados pelo uso do tabaco desempenha

importante papel na carcinogénese oral.®”
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O ciclo de oxidorredugdo dos compostos polihidroxilados catalisado pelas
enzimas CYP pode resultar na geragdo de radicais superoxido (O,). Os niveis intra e
extracelulares de superoxido sdo controlados pela familia das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase (SOD), que o reduz em perdxido de hidrogénio (H,O;) e oxigénio
molecular.®®

Assim como as enzimas SOD, outras enzimas e agentes compdem um sistema
antioxidante capaz de combater outras espécies reativas formadas no processo de
oxidorredu¢do. As enzimas catalase (CAT), peroxirredoxinas (PRDX), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) s@o os principais antioxidantes enzimaticos
diretamente envolvidos na neutralizacdo do perdxido de hidrogénio, transformando-o
em 4gua e oxigénio.®” O sistema antioxidante também & composto por agentes ndo
enzimaticos provenientes da dieta, como as vitaminas (A, C e E), flavondides, selénio,
manganés, zinco, cobre, acido urico, ferritina, bilirubina, albumina, transferrina,
ceruplasmina e glutationa (GSH).“*”

A GSH ¢ um composto tiol ndo proteico que participa da detoxificacdo de
EROs e compostos exogenos e endogenos, controle da proliferagdo e morte celular,
sintese e reparo do DNA, regula¢do da sintese proteica, sintese de prostaglandinas,
transporte de aminoacidos e ativa¢do enzimatica.”?" O desequilibrio de GSH celular
esta relacionado a estados patoldgicos, uma vez que esse composto participa da
regulagdo da resposta celular a varias condi¢des de estresse que incluem a regulagdo
positiva ou negativa da biossintese de GSH e alteracdes em transportadores de
membrana que participam da distribui¢io de GSH nas células e tecidos.*?

Enzimas envolvidas na via metabolica de GSH s3o importantes para o processo

de antioxidag¢do. GSH ¢ utilizada como doador de elétrons em rea¢des envolvendo a
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enzima GPx ou ¢ oxidada por GSH oxidases (GO) e, entdo, reduzida pelas enzimas
GR, utilizando NADPH como doador de elétrons. ®” A conjugacdo de GSH com a
Glutationa S-Transferase (GST) a torna habil para transportar, a partir do ambiente
extracelular ou do metabolismo de desintoxicagdo intracelular, uma variedade de
moléculas genotoxicas causadoras de danos celulares.? Varias isoenzimas de GST
estdo envolvidas na sinalizacdo celular, interferindo, por exemplo, na sinalizacdo da
cascata MAPK responsavel pela regulacio do ciclo, proliferagdo e morte celular.*?
Uma vez que as enzimas atuantes na via do estresse oxidativo e metabolizacio
de compostos exogenos podem participar do processo de carcinogénese, considera-se
que as mesmas desempenham fung¢do primordial na suscetibilidade individual a

(43)

doenga. Alteragdes na expressdo dessas enzimas podem indicar possiveis

mecanismos no processo de carcinogénese desse tipo tumoral. "
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a contribuicdo do metabolismo de espécies reativas de oxigénio no

desenvolvimento de carcinoma espinocelular de cavidade oral.

Objetivos especificos

Avaliar a expressdo de RNA mensageiro (RNAm) de genes envolvidos
no metabolismo antioxidante (Fase II) de compostos exogenos em
carcinoma espinocelular de cavidade oral e comparar com tecidos nao
tumorais adjacentes.

Investigar a associagdo entre a expressdo génica e os parametros clinicos
e histopatoldgicos do carcinoma espinocelular de cavidade oral.
Identificar os processos bioldgicos relacionados aos  genes
diferencialmente expressos em carcinoma espinocelular de cavidade

oral.
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2. CASUISTICA E METODOS

2.1. Consideracdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (CEP-FAMERP), parecer
n.° 752.570. Este estudo esta de acordo com a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional

de Saude.

2.2. Caracterizacido das amostras

Dezesseis amostras, sendo oito de carcinoma espinocelular de cavidade oral
(CEC oral) e oito tecidos ndo tumorais adjacentes de pacientes atendidos pelo Servico
de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescoco do Hospital de Base —
Complexo FAMERP/FUNFARME, entre 2013 e 2015, foram incluidas no estudo, apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Na Tabela 1 estdo apresentadas as carcateristicas clinicas e sociodemograficas
dos pacientes. Dados como idade, sexo, habitos tabagista e etilista, alérm dos dados
clinicos do tumor foram obtidos por meio de questionario padronizado (Anexo 2).

Considerou-se como fumante o individuo que fumou >100 cigarros durante a
vida e etilista aquele que consome mais de quatro doses por semana (uma dose
corresponde: licor — 44 mL (1,5 OZ); copo de vinho — ~ 118 mL (4 OZ), contendo 12%
de alcool; ou lata de cerveja— ~ 350 mL (12 OZ) ).(44:49)

Apds a coleta as amostras foram transportadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer - 80°C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a

macrodisseccdo por médico patologista da equipe. Das oito amostras de CEC oral, cinco
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correspondem ao sitio anatomico lingua, duas a mucosa gengival e uma exérese de
lesdo em assoalho bucal e mucosa gengival. O planejamento da execu¢do experimental

do estudo esta resumido no fluxograma de trabalho (Figura 1).

Tabela 1. Carateristicas clinicas e sociodemograficas dos pacientes com carcinoma

espinocelular de cavidade oral.

Pacientes (n=08)

Variaveis n (%)
Idade (média + DS) 66,38 (£12,56)
Género
Feminino 3 (37,5 %)
Masculino 5 (62,5 %)
Tabagismo
Nao 1 (12,5 %)
Sim 7 (87,5 %)
Etilismo
Nao 2(25%)
Sim 6 (75 %)
Classificacdo T
T1 -T2 4 (50 %)
T3 -T4 4 (50 %)
Classificacio N
NO 7 (87,5 %)
N1, N2, N3 1 (12,5 %)
Estadio
Iell 4 (50 %)

MlelV 4 (50 %)
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08 CEC oral 16 Amostras > 08 tecido nao
tumoral adjacente

Extracao RNA total
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PCRq genes antioxidantes

Figura 1. Fluxograma de execugao experimental do estudo.

2.2.1 Classificacio dos tumores malignos (TNM)

O estadiamento dos tumores foi realizado de acordo com os parametros da
Union International Control Cancer (UICC) e American Joint Commitee for Cancer
(4JCC), em trés critérios: tamanho do tumor (T), presenca de linfonodos regionais
comprometidos (N) e presenga de metastase a distdncia (M), de acordo com o sitio
anatomico (Tabela 2). “*®)

Os tumores foram divididos em tumores de pequena extensdao (T1, T2) e
grande extensdo (T3, T4). A classificacdo N foi dicotomizada em comprometimento de
linfonodos negativo (NO) e positivo (N1, N2, N3). Em relagdo a categoria M, nenhum

paciente apresentou metastase a distancia. O estadiamento do tumor foi realizado de

acordo com os estadios, nos quais os tumores foram classificados em ndo avangados
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(estadios I e II) e avancados (III e IV). ““*® A Tabela 3 apresenta os dados de

estadiamento dos tumores incluidos no presente estudo.

Tabela 2. Classificagcdo dos tumores de acordo com TNM.

Estadio T N M
I
I T1 NO MO
L
I T1, T2 N1 MO
I T
IVA T1-T3 N2 MO
I
IVB Qualquer T N3 MO

IvVC Qualquer T Qualquer N Ml
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Tabela 3. Classificagdo dos tumores de cavidade oral incluidos no estudo de acordo

com TNM.

Amostra TNM/Estadio
1 TANOMO / IV
2 T3NOMO / 11T
3 TANOMO / IV
4 T2NIMO /1T
5 T4NOMO / IV
6 TINOMO /1
7 T2NOMO / 1T
8 TINOMX /1

X —néo foi possivel avaliar

2.3 Analises Moleculares

2.3.1 Extracio RNA total

RNA das amostras de tecido tumoral e ndo tumoral foram extraidas utilizando-se
o reagente TRIzol"Reagent (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. A
técnica consistiu inicialmente da maceragdo manual dos fragmentos de
aproximadamente 100 mg de tecido em almofariz, com pistilo e adicdo de nitrogénio
liquido. Para cada 50-100 mg de tecido, foi adicionado 1 mL de TRIzol® Reagent
(Invitrogen). Em seguida, o material foi distribuido em microtubos de 1,5 mL e mantido
em temperatura ambiente por 5 minutos. O préximo passo foi a adigdo de 200 uL de
cloroférmio gelado para cada 1 mL de TRIzol®Reagent. O material foi agitado por

aproximadamente 20 segundos e permaneceu por 3 minutos em temperatura ambiente



Casuistica e Métodos 14

seguido de acondicionamento em gelo. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por
15 minutos a 4°C para separagdo das fases aquosa (contendo RNA), interfase e fase
organica. A fase aquosa foi transferida para novo tubo ¢ o RNA foi precipitado com 0,5
mL de isopropanol para cada 1 mL de TRIzol® Reagent utilizado. As amostras foram
incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas por 10 minutos a
12.000 g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA foi lavado com 1 mL
de etanol 75%. As amostras foram misturadas em vortex e centrifugadas a 7.500 g por 5
minutos a 4°C. Apos a evaporagdo do etanol, o pellet de RNA foi ressuspendido em
agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) (4Ambion®) e incubado por 10 minutos a
60°C.

Posteriormente, as amostras de RNA foram submetidas a espectrofotometria
para determinacdo de sua absorbancia em comprimentos de onda (A) de 260 e 280 nm
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific) para quantificacdo da concentragdo e em seguida

foram armazenadas em freezer -80°C.

2.3.2 Sintese de DNA complementar

A partir das amostras de RNA foi sintetizado o DNA complementar (DNAc)
utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de
acordo com as instru¢des do fabricante. Em uma reag¢@o de 20 pL, foram utilizados 2
pg de RNA total, desoxinucleotideos trifosfatados (ANTP) mix 1X, RT random primers
1X, tampdo 1X e 50 U de Multiscribe Reverse Transcriptase. Em termociclador, as

reagdes foram realizadas a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e 80°C por 5 min.
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2.3.3 Reacio em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (PCRq)

As reac¢Oes de quantificagdo génica foram realizadas em placas de 96 pogos
customizadas contendo sondas e oligonucleotideos iniciadores para 84 genes
codificadores de proteinas antioxidantes, no equipamento StepOne Plus (Applied
Biosystems). Foram utilizadas as sondas TagMan MGB (Minor groove binder) ligadas
ao fluoréforo FAM (Applied Biosystems).

A determinagdo da intensidade de fluorescéncia na reacdo foi realizada pelo
calculo do ARn (ARn = Rn" - Rn’), onde Rn" corresponde a intensidade de emissdo do
fluor6foro FAM/ intensidade de emissdo do ROX em determinado momento; ¢ Rn’
corresponde a intensidade de emissdo do fluor6foro FAM / intensidade de emissdo do
ROX antes da amplificagdo. O fluoréforo ROX ¢ utilizado como controle interno
passivo, pois a fluorescéncia emitida ¢ constante durante toda a reacao.

Os valores de ARn permanecem na linha de base durante os ciclos iniciais da
reacdo, quando ndo ha acimulo de produtos de amplificagio (fluorescéncia do ROX >
FAM). Na fase logaritmica, ARn ultrapassa a linha de base como resultado do aumento
dos produtos de amplifica¢do. Para a quantificacdo relativa foi estabelecido um valor de
ARn, correspondente a linha de corte (threshold) para a curva de amplificagdo de cada
gene estudado. O numero do ciclo em que o ARn cruza a linha de corte corresponde ao
ciclo de quantificagdo (Cq) da amostra. O céalculo da quantificagdo relativa foi feito pelo
método 27249 ™*) As amostras de tecido ndo tumoral adjacente foram utilizadas como

calibrador.
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Os valores de quantificacdo relativa (Relative quantification - R(Q) foram
calculados ap6s ajuste manual do sinal basal de fluorescéncia e da linha de corte para

cada gene analisado no programa Expression Suite versdo 1.0.3. (Applied Biosystems).

2.3.4 Analise da expressio génica pelo ensaio TagMan® Array Human

Antioxidant Mechanisms

A expressdo dos genes envolvidos no metabolismo de espécies reativas de
oxigénio foi quantificada por meio do kit TagMan® Array Human Antioxidant
Mechanisms (Applied Biosystems). Foi possivel avaliar a expressdo de 84 genes
codificadores de proteinas antioxidantes (Figura 2), capazes de reduzir ou prevenir o
processo oxidativo, incluindo peroxidases, peroxiredoxinas, genes de resposta ao
estresse oxidativo, superoxidos dismutases, dentre outros. Esses genes participam do
processo que neutraliza os efeitos deletérios dos subprodutos do oxigénio, por meio da
remocao dos intermedidrios de radicais livres.

A quantificacdo da expressdo génica das amostras tumorais foi comparada a
das amostras ndo tumorais (calibrador) e em relagcdo aos genes de referéncia. As reagdes
de amplificacdo foram realizadas com DNAc na concentragdo de 100 ng e 5 pL da
TagMan® Master Mix Gene Expression (Applied Biosystems) a 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto no

equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
188 | GAPDH | HPRTI | GUSB | ACTB | B2M | RPLPO | HMBS | TBP | PGKI | UBC | PPIA
ALB | ALOXI2 ANC;PTL AOX1 | APOE | ATOX1 | BNIP3 | CAT ccLs ccs | cspEl | cvBa
CYGB | DGKK | DHCR24 | DUOXI | DUOX2 | DUSPI | EPHX2 | EPX | FOXMI | GLRX2 | GPRIS6 | GPXI
GPx2 | GPx3 GPX4 GPX5 | GPX6 | GPX7 GSR Gss | Gstzi | GTRa | KRTI LPO
NCF1,
MBL2 | MGST3 MPO | MPVI7 | MSRA | MT3 | MTLS | NCFIB, | NCF2 | NMES | NOS2 | NOXs
NCFIC
NUDTI | OXRI OXSRI | PDLIMI | PIP3-E | PNKP | PRDXI | PRDX2 | PRDX3 | PRDX4 | PRDXS | PRDX6
SCARA
PREXI | PRG3 PRNP | PTGSI | PTGS2 | PXDN | PXDNL | RNF7 ) SELS | SEPPI | SFTPD
SGK2 | SIRT2 SoD1 soD2 SOD3 | SRXNI | STK25 | TPO TTN TXT;DC TXTRD TXT;RD

Figura 2. Mapa do ensaio TagMan® Array Human Antioxidant Mechanisms
contendo a relagdo dos genes analisados, sendo 84 genes envolvidos no processo de
antioxidag@o e 12 genes enddgenos (housekeeping genes) representados na linha A

colunas 1 a 12.

2.4. Identificacdo dos Processos Bioldgicos relacionados aos genes
diferencialmente expressos
A investigacdo sobre os processos bioldgicos nos quais os genes que
apresentaram expressdo diferencial estdo envolvidos foi realizada nas bases de dados
Gene — NCBI (National Center for Biotechnology Information), KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), UNIPROT (Universal Protein Resource) e
REACTOME. Também foi realizado levantamento bibliografico no PUBMED para os

genes que ndo apresentaram resultados nas bases de dados consultadas.




Casuistica e Métodos 18

2.5 Analise Estatistica

Primeiramente, os dados foram avaliados em relacdo a distribui¢@o na curva de
Gauss por meio do D'Agostino & Pearson omnibus normality test. Os valores de RQ das
amostras de CEC oral que apresentaram distribuicdo normal foram comparados ao RQ
das amostras ndo tumorais (RQ = 1) por One sample T test. Valores de RQ que ndo
apresentaram distribui¢do normal foram analisados por Wilcoxon Signed Rank Test.
Two-sample T Test ou Mann-Withney Test foram utilizados para avaliacdo dos valores
de expressdo génica em relacdo a progressdo tumoral. As andlises estatisticas foram
realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism v.5.1 e StatsDirect v.2.7.2. Os

valores de p < 0,05 foram considerados significantes.



RESULTADOS




Resultados 20

3. RESULTADOS

Vinte e um genes apresentaram expressdo diferencial significante (P < 0,05)

entre os tecidos de CEC oral e tecidos ndo tumorais adjacentes (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Genes diferencialmente expressos em CEC oral por One Sample T Test.

CEC Oral
Gene Média RQ Desvio Padrao  Valor de P
CAT 0,641 0,2836 0,009
CSDE1 0,7387 0,301 0,0437
GSR 0,5737 0,315 0,0065
PRDX1 0,5133 0,2815 0,0018
SOD1 0,6272 0,2933 0,0088

SOD2 1,979 0,9456 0,0221
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Tabela 5. Genes diferencialmente expressos em CEC oral por Wilcoxon Signed Rank

Test.
CEC Oral
Gene Mediana RQ Percentil 25% Percentil 75%  Valor de P
ALOX12 0,02908 0,006198 0,1117 0,0156
ATOX1 1,555 1,294 5,01 0,0313
DHCR24 0,3936 0,1993 0,796 0,0313
DUOXI 0,1604 0,1139 0,5525 0,0313
DUOX2 0,2549 0,0879 0,5616 0,0313
EPHX2 0,167 0,08193 0,2812 0,0313
GLRX2 0,6634 0,4882 0,7851 0,0313
GPX3 0,318 0,0584 0,7235 0,0156
GSTZ1 0,6931 0,515 0,8742 0,0313
MGST3 0,5337 0,4627 0,7727 0,0313
OXR1 0,4112 0,1689 0,7156 0,0313
OXSR1 0,6436 0,374 0,9278 0,0156
PRDX4 1,61 1,225 2,471 0,0313
PRNP 2,744 1,631 3,653 0,0313

SOD3 0,178 0,07066 0,7852 0,0313
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Destes 21 genes, quatro exibiram expressdo elevada (RQ > 1) e os demais
genes apresentaram expressdo reduzida (RQ < 1) nos tumores de cavidade oral (Figuras
3 e4). A Tabela 4 mostra as informagdes sobre os genes diferencialmente expressos.

A expressdo génica ndo apresentou associagdo com os parametros clinicos dos
tumores (extensdo e progressdo tumoral) (P > 0,05). Nao foi possivel a realizagdo da
analise estatistica em relacdo ao comprometimento de linfonodos, uma vez que somente
um paciente apresentou essa caracteristica clinica. Nenhum paciente apresentou

metastase a distancia.
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Figura 3. Genes que apresentaram expressdo elevada em CEC oral. Os valores de
RQ estdo representados em escala logaritmica de base 2. Whiskers plot (min. to max.).

Calibrador (tecidos ndo tumorais) log RQ = 0.
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Figura 4. Genes que apresentaram expressao reduzida em CEC oral. Os valores de
RQ estdo representados em escala logaritmica de base 2. Whiskers plot (min. to max.).

Calibrador (tecidos ndo tumorais) log RQ = 0.
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Tabela 6. Informacdes dos genes diferencialmente expressos em CEC oral.

Localizacio

Simbolo Nome do Gene cromossémica Gene ID UniGene
ALOXI2 Arachidonate 12-lipoxygenase,12S type  17p13.1 239 Hs.654431
ATOX1 Antioxidant 1copper chaperone 5q32 475 Hs.125213
CAT Catalase 11p13 847 Hs.502302
CSDE1] Cold shock domain containing E1 1p22 7812 Hs.69855
DHCR24  24-dehydrocholesterol reductase 1p32.3 1718 Hs.498727
DUOXI Dual oxidase 1 15q15.3 53905 Hs.272813
DUOX2 Dual oxidase 2 15q15.3 50506 Hs.71377
EPHX2 Epoxidehidrolase 2 8p21 2053 Hs.212088
GLRX2 Glutaredoxin 2 1q31.2 51022 Hs.458283
GPX3 Glutathione peroxidase 3 (plasma) 5q33.1 2878 Hs.386793
GSR Glutathione-disulfide reductase 8p21.1 2936 Hs.271510
GSTZ1 Glutathiona S-transferase zeta 1 14924.3 2954 Hs.655292
MGST3 Microsomal glutathione S-transferase 3 1923 4259 Hs.191734
OXR1 Oxidation Resistance 1 8q23 55074 Hs.701892
OXSR1 Oxidative-stress responsive 1 3p22.2 9943 Hs.475970
PRDX1 Peroxiredoxin 1 1p34.1 5052 Hs.180909
PRDX4 Peroxiredoxin 4 Xp22.11 10549 Hs.83383
PRNP Prion protein 20p13 102460857 Hs.472010
SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble 21q22.11 6647 Hs.443914
SOD?2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial ~ 6q25.3 6648 Hs.487046
SOD3 Superoxidedismutase 3, extracellular 4pl15.2 6649 Hs.2420
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Ap6s analise por Bioinformatica, 15 processos biologicos foram relacionados aos

genes diferencialmente expressos (Quadro 1). Esquemas dos processos bioldgicos estio

disponiveis no Anexo 3 (pagina 78) do presente trabalho.

Quadro 1. Processos Bioldgicos relacionados aos genes diferencialmente expressos.

Processos Biolégicos

Genes diferencialmente expressos

Biossintese de esteroides

DHCR24

Carcinogénese quimica

MGST3

Detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio

SOD3; SOD2; SOD1; ATOXI1; PRDXI;
CAT; GPX3; GSR; OXR1

Doengas pridnicas

PRPN

Fosforilago proteica

OXSR1

Metabolismo do 4cido araquidénico

EPHX2; GPX3; ALOX12

Metabolismo de drogas por Citocromo P450

MGST3

Metabolismo da glutationa

GSR; MGST3; PRDX4; GPX3; GSTZI

Metabolismo de nucleotideo GLRX2
Metabolismo da tirosina GSTZ1
Metabolismo do triptofano CAT

Metabolismo de xenobioticos por Citocromo P450 MGST3
Regulagdo da transcri¢do génica CSDEI]

Sintese do horménio tireiodiano

GSR; DUOXI; DUOX2; GPX3

Via de sinaliza¢do FoxO

SOD2; CAT
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, vinte e um genes apresentaram expressdo diferencial em
CEC oral. Os genes diferencialmente expressos participam do mecanismo de controle
do processo oxidativo que inclue peroxidases, peroxirredoxinas, genes de resposta ao
estresse oxidativo e superoxido dismutases. Esses genes participam do processo de
neutralizacdo dos efeitos deletérios de subprodutos do oxigénio por meio da remocgao de
intermediérios de radicais livres.*”

Os genes que apresentaram expressao diferencial participam de quinze processos
bioldgicos relacionados a carcinogénese, como a via de detoxificacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (SODI, SOD2, SOD3, ATOXI1, PRDXI1, CAT, OXRI), via
da carcinogénese quimica (MGTS3), metabolismo de drogas pelas Citocromo P450
(MGTS3), metabolismo de xenobidticos pelas Citocromo P450 (MGST3), metabolismo
da glutationa (GSR, MGTS3, PRDX4, GPX3, GSTZI), metabolismo do 4&cido
araquidonico (EPHX2, GPX3, ALOXI2), via de sinalizagdo FoxO (SOD2, CAT),
metabolismo do triptofano (CAT, DHCR24) e tirosina (GSTZI), biossintese de
esteroides (DHCR24), sintese do hormonio tireoidiano (DUOXI, DUOX2, GSR, GPX3),
doengas pridnicas (PRPN), metabolismo de nucleotideo (GLRX2), regulagdo da
transcri¢do génica (CSDE]) e fosforilagdo proteica (OXSRI).

Enzimas que atuam na via do estresse oxidativo e metabolizacdo de compostos
exdgenos podem participar do processo de carcinogénese, pois desempenham funcio
primordial na suscetibilidade individual & doenga, uma vez que sdo responsaveis pela
ativacdo e detoxificagdo destes compostos.*>” O estresse oxidativo ocorre quando as

espécies reativas nao sdo adequadamente neutralizadas ou removidas e esta associado a
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mudanga no equilibrio intracelular EROs/antioxidantes,*”

que pode causar
consequéncias deletérias para a homeostase celular e estar implicada em uma série de
condi¢des patoldgicas, como cancer, aterosclerose, envelhecimento e também em
. . . ~ o (32,33,51)

processos fisiopatologicas como inflamagio, angiogénese e apoptose.
O radical superdxido desempenha um papel central no estresse oxidativo e pode
influenciar na produg¢do de uma variedade de outras EROs. O aumento de EROs
contribui para a instabilidade gendmica, evento importante para o surgimento e

(52,53)

progressdo do cancer, além disso elevados niveis de estresse oxidativo e

dependéncia da sinalizag¢@o anti-apoptdtica e mitogénica de EROs estdo envolvidos na
carcinogénese.®

Os niveis intra e extracelulares de EROs sdo, por sua vez, controlados por
enzimas, tais como catalase, glutationa peroxidase, peroxirredoxina, glutationa e
superoxido dismutase, além de ions magnésio e zinco, vitaminas C e E, cofatores
NADPH e proteinas tais como albumina, ferritina e ceruloplasmina, que fazem parte de
um sistema antioxidante capaz de converter as EROs em derivados inativos.®>>®
Esse processo de desintoxicag¢do celular, por meio do sistema antioxidante, ocorre

9 no qual participam as enzimas codificadas pelos genes

também no peroxissomo,
PRDXI1, SODI, SOD2, EPHX2 e CAT, que apresentaram expressdo diferencial no
presente estudo.

As enzimas da familia superéxido dismutase (SOD) catalisam o superoxido
convertendo-o em peroxido de hidrogénio (H,0O;) e oxigénio (Oz).(60) As peroxidases
peroxirredoxina (PRDX) e glutationa peroxidase (GPX) convertem o perdxido de

hidrogénio, intermediario formado pela dismuta¢do do superoxido, em agua (H,O) na

via antioxidante. A enzima peroxirredoxina 1 (PRDX1) promove a eliminacdo de
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peroxido de hidrogénio in vivo e pode regular EROs induzidas por sinalizag¢do de fatores
de crescimento.®” Estudo com camundongos PRDXI-knockout indicou um papel de
PRDX1 na supressdo tumoral por eliminagdo de EROs e prevencdo de danos
oxidativos.®" Entretanto, evidéncias sugerem que células tumorais proliferativas podem

expressar PRDX para prote¢do contra danos oxidativos. Expressdo elevada de PRDX1

2) (63) (64) (65) e

foi observada em mesotelioma maligno,®® cancer de bexiga,® pulmao,®” mama

esofago.®®

A expressio do gene PRDX/ no presente estudo apresentou-se
significativamente reduzida nos tumores de CEC oral em rela¢do ao tecido ndo tumoral
adjacente. Esse resultado estd de acordo com achados de Cao e colaboradores (2009)7
sobre o papel da PRDXI1 na promog¢do da fungdo supressora tumoral de PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog) por meio da protecdo de sua atividade fosfatase
lipidica decorrente da inativagdo induzida pelo peroxido de hidrogénio. Além disso, foi
observado que PRDX1 controla a atividade celular de Akt (Protein Kinase B) e reduz a
suscetibilidade a transforma¢do maligna induzida por H-Ras (Harvey Rat Sarcoma
Viral Oncogene) e ErbB-2 (Erb-B2 receptor tyrosine kinase 2).°”

Superoxido dismutase 1 (SOD1), também conhecida como Cu/ZnSOD (copper-
zinc superoxide dismutase), ¢ uma metaloenzima homodimérica que contém cobre e
zinco em sua conformagdo. Esta enzima estd distribuida, principalmente no

(68)

citoplasma € em menor propor¢do nos espagcos das intermembranas da

6979 no nucleo celular, lisossomos e peroxissomos.m) A fung¢do da enzima

mitocondria,
SOD1 ¢ evitar o acumulo de EROs e de proteinas alteradas nas membranas da

. ~ . . . . A 2
mitocondria, evitando danos oxidativos e o cancer. 7™ Nesse contexto, adequados
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niveis de antioxidantes sdo necessdrios para evitar os danos celulares causados por
ERO:s.
A inibi¢do da expressdo de SODI1 levou ao aumento da suscetibilidade a tumores

de figado em camundongos'””

como consequéncia de altas taxas de muta¢cdes no DNA
que ocorrem em estagio precoce de desenvolvimento.”” Em células tumorais, a inibi¢do
de SOD1 atua na prevencdo da formacgao de niveis elevados de perdxido de hidrogénio,
resultando na protecdo de proteinas tirosina fosfatases dos efeitos da oxidacdo, levando
a inibi¢do da fosforilacdo de ERK 1 e 2 (extracellular signal-regulated kinase 1 and 2)
mediada por fatores de crescimento como EGF (epidermal growth fator), 1GF-1 (insulin
like growth factor 1) e FGF-2 (fibroblast growth factor 2). A via de sinalizacdo ERK ¢
importante para a sobrevivéncia e proliferacdo de células tumorais.””> Esses achados
sugerem que SODI pode ser utilizada como alvo terapéutico no tratamento do cancer
por resultar na inibicdo de multiplas vias importantes para as func¢des celulares do
tumor.

No presente estudo a expressdo génica de SODI apresentou-se reduzida,
concordando com esses achados. A baixa expressdo de SOD1 também foi observada em

(76)

. . . , . . 77
outros tipos tumorais, como adenocarcinoma gastrico’ e endometrial.”” Por outro

L, . . . ~ (78
lado, niveis elevados foram observados em linhagens de adenocarcinoma de pulmao'’®

) sugerindo atividade diferencial de SOD1 em diferentes tipos tumorais.

e de mama,

A enzima SOD2 (superdxido dismutase 2) ou MnSOD (manganese superoxide
dismutase) localiza-se na matriz mitocondrial onde converte o superdxido gerado pela
cadeia respiratdria em perdxido de hidrogénio. SOD2 desempenha papel importante

contra o estresse oxidativo. Existe variagdo no nivel de expressdo génica de SOD2 em

diferentes tipos de tumor e este pode estar relacionado ao estadiamento e ou a
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progressdo da doenca.®” Assim como no presente estudo, a expressio de SOD2 ¢
frequentemente elevada em tumores, uma vez que ha grande produ¢do de EROs dentro
da mitocondria onde atua como um mecanismo protetor dessas células na manutencio
de sua sobrevida e crescimento.®" Elevados niveis de SOD2 foram observados em

L . . o R 82) .+ .1 (83
varios tipos de tumores como carcinoma de colon, esdéfago, estomago,( )tlremde,( )

5) (86)

cérebro, ™ cabeca e pescoc;o(8 ¢ ovario.
Linhagens de células de cancer de mama metastitico ndo dependente de
estrégeno apresentaram elevada expressdo génica e proteica de SOD2 e baixa expressio
de enzimas antioxidantes catalisadoras de perdxido de hidrogénio na mitocondria,
sugerindo que a atividade elevada de algumas enzimas antioxidantes podem ser
essenciais para o desenvolvimento tumoral. Estes resultados mostram que SOD2 ¢ um
importante modulador do fendtipo invasivo nestas células, resultando em um pior
prognéstico em tumores metastaticos de cancer de mama.®”
Em carcinoma oral de células escamosas a expressio de SOD2 também

@) Células bem

contribuiu para o desenvolvimento e progressdo do cancer.
diferenciadas de carcinoma de células escamosas de cavidade oral apresentaram
expressdo proteica de SOD2 significativamente maior em relagdo a células da mucosa
. . Coq . . . (88,89)

normal e foi associada com potencial invasivo nesse tipo de tumor.
Nesse contexto, além de estarem envolvidas na sinalizagdo metastatica,
proliferativa, anti-apoptdtica e anti-angiogénica, EROs podem também exercer fungdes
citotoxicas e pro-apoptdticas limitantes da progressao tumoral.“**V Isso explica o fato

de alguns genes que codificam enzimas antioxidantes apresentarem expressdo elevada

em alguns tipos de tumores, como o gene SOD2.
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A enzima SOD3 (superdxido dismutase 3), também conhecida como EC-SOD
(extracellular superoxide dismutase), esta localizada no limen do complexo de Golgi e
na matriz extracelular”® e também catalisa a dismutacdo de superdxido em perdxido de
hidrogénio, participando do processo de detoxificacdo de EROs. No presente estudo, o
gene SOD3 apresentou expressdo reduzida nos tumores de cavidade oral, assim como
em estudo de Yokoe e colaboradores (2010).°% A expressdo génica e proteica reduzida

de SOD3 também foi observada em carcinoma de tireoide,(94) cancer de pulmﬁo,(%)

(96) (

adenocarcinoma ductal pancreéatico” "’ e cancer de mama, 7 sugerindo que a redugdo da
proteina SOD3 pode aumentar o risco para o desenvolvimento do céncer.

Na maquinaria antioxidante, a atividade de SOD3 ¢ dependente de cobre, o qual
¢ carregado pela enzima ATOX]1 (antioxidant 1 copper chaperone) citoplasmatica. O
cobre ¢ transferido para SOD3 pela ATPase de Menke (MNK) ou ATP7A na rede trans
no lumen do Complexo de Golgi.(9'100) Expressdo elevada de ATOXI1 foi detectada em
células de cancer de pulm@o por imunohistoquimica e a reducdo da expressdo por
knockdown foi associada com diminuicdo da proliferacdo celular estimulada por

(102)

cobre e reducdo do crescimento tumoral em modelo animal."® Em linhagens

. A 103
celulares provenientes de cancer de mama,'*”

a alta expressdo do gene ATOXI também
foi observada, embora em melanoma a expressdo desse e de outros genes antioxidantes
apresentaram-se reduzidos."®” Esses achados sugerem que ATOX! desempenha um
importante papel na proliferagdo celular e desenvolvimento do cancer e a expressao
génica elevada de 4TOX1, observada no presente estudo, corrobora com essa hipotese.

Nao foram encontrados dados na literatura sobre a expressao de ATOX em tumores de

cabecga e pescoco até o momento.
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O gene OXRI (Oxidation Resistance 1) também possui papel importante na
protecdo contra o estresse oxidativo e foi identificado por sua habilidade em suprimir a
mutagénese em Escherichia coli. "® Em células HeLa (linhagem celular de cancer de

colo de utero) deficientes em OXR1 expostas ao peroxido de hidrogénio ha elevagio do

(106)

estresse oxidativo, 0 que pode contribuir para o aumento de danos celulares e

transformag@o maligna. Assim como no presente estudo, a expressdo génica de OXRI

foi regulada negativamente em células tumorais de mama. '

A enzima catalase (CAT) também participa do mecanismo antioxidante,

convertendo o peroxido de hidrogénio, resultantes da dismutagdo do superdxido, em

08)

, ~ . . N . . 1 .
agua. Expressio reduzida de CAT foi observada em cancer de tireoide '°® e carcinoma

espinocelular oral."’” O gene CAT também apresentou expressio reduzida no presente

estudo, refor¢gando a importancia do papel das enzimas antioxidantes na neutralizagado

dos efeitos nocivos de EROs.!'?

A expressdo elevada de CAT reverte caracteristicas malignas em diferentes

linhagens celulares 'V

e previne o crescimento tumoral e metastase em estudos in
vivo."? Além disso, em células de adenocarcinoma de pulmao, o tratamento com CAT
causou efeito citostatico, inibindo o crescimento e a proliferagdo celular e exibiu efeito
sinergético com varias drogas anticancer como cisplatina, 5-fluorouracil e hidroxiureia,
apontando um efeito benéfico da terapia adjuvante com CAT no tratamento do
. - (113)
adenocarcinoma de pulmao.

Os genes CAT e SOD?2 também codificam proteinas que participam da via de

sinalizagdo FoxO (Forkhead box O), relacionada a regulacdo da expressdo de genes em

(114) (115) o

processos fisiologicos como apoptose, ciclo celular, metabolismo da glicose

. . 116.11 N e . .
estresse oxidativo."'*!'"” Em resposta a insulina ou a fatores de crescimento, os fatores
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de transcricdo FoxO sdo fosforilados pela protein kinase B, também conhecida por Akt
(PKB/Akt), que regula os processos de proliferagio e sobrevivéncia celular.!'®

Alvos dos fatores de transcrigdo FoxO incluem genes que codificam proteinas
antioxidantes intra e extracelulares, as quais catalisam a reducéo dos niveis de oxigénio,
envolvidos na formag¢do de EROs, e de danos oxidativos nas biomoléculas celulares.
Em humanos, as proteinas antioxidantes reguladas por FoxO incluem a SOD2.2!21)
Apds ser regulada por FoxO3, a enzima CAT participa da dismutacdo do perdxido de
hidrogénio a 4gua e oxigénio."** Portanto, a expressdo dos genes que codificam essas
proteinas antioxidantes ¢ um fator determinante para a desintoxicacdo celular e redugdo
de danos provocados pelo estresse oxidativo.

Envolvida também na producdo de EROs, a via da carcinogénese quimica inclui
o metabolismo ¢ a biodegradacdo de xenobidticos e pode resultar na promogao de varios
tipos de cancer nos seres humanos."* Carcinégenos quimicos atuam por meio de
mecanismos genotoxicos, causadores de adutos em macromoléculas bioldgicas como
DNA e RNA, ou mecanismos ndo genotoxicos, como inducdo de inflamagdo,
imunossupressdo, ativagdo de receptores e silenciamento epigenético.'**'* A
combinacdo dos dois tipos de mecanismos altera as vias transdutoras de sinal,
ocasionando instabilidade gendmica e outros eventos caracteristicos do fendtipo
cancerigeno, como resisténcia a apoptose e descontrole da proliferacdo celular. 12127
Participa da via de carcinogénese quimica o gene diferencialmente expresso MGST3
(Microsomal glutathione S-transferase 3), que codifica uma proteina associada a
membrana responsavel por reduzir a glutationa (GSH), participando da eliminagdo de

;- g e . 12
compostos quimicos prejudiciais. '**)
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Além da via de metaboliza¢do de carcindgenos quimicos, a proteina MGST3
também participa do metabolismo de drogas e de xenobioticos pelas Citocromo P450 e
metabolismo da GSH, exercendo agdo antioxidante sobre compostos endogenos e
exogenos. A expressdo reduzida de MGST3 como observada no presente estudo pode
contribuir para a detoxificacdo ineficiente de carcindgenos e desenvolvimento celular
maligno.'*”

Além de MGST3, também participam da via do metabolismo da GSH os genes,
GSTZI (Glutathiona S-transferase zeta 1), PRDX4 (Peroxiredoxin 4), GSR (Glutathione
reductase) e GPX3 (Glutathione peroxidase 3).39 A GSH é um composto tiol ndo
protéico e consiste em um tripeptideo sintetizado a partir dos aminoacidos precursores
gama-glutamato, glicina e cisteina.'*"

Além da sua importancia nas reagdes de conjugagdo, a GSH participa da
biotranformag¢do antioxidativa de compostos enddgenos e exogenos. A GSH ataca o
substrato eletrofilico formando uma ligagdo tio-éter no espaco entre seu residuo de
cisteina, resultando em um conjugado menos reativo e com maior solubilidade em 4gua,
facilitando sua excre¢do."*?

Os genes regulados negativamente GS7Z/ e MGST3 codificam enzimas
glutationas S-transferases (GSTs) que catalisam o ataque nucleofilico da GSH reduzida
a compostos ndo polares que contenham um atomo de enxofre, nitrogénio ou carbono
eletrofilico. Os conjugados formados sdo excretados na vesicula biliar e convertidos em
cisteina, enquanto que os acidos mercaptuiricos gerados na catalise com MGST3 sédo
eliminados por meio dos intestinos e rins."**

O gene GSR (Glutathione-disulfide reductase) codifica a enzima glutationa

redutase, uma flavoproteina homodimérica que reduz a dissulfureto de GSH oxidada
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(GSSG) para a forma sulfidrila de GSH."*Y 0 gene GPX3 também participa da reagdo
de conversdo de GSSG em GSH reduzida.""*> Os genes GSTZI, MGST3, GSR ¢ GPX3
apresentaram expressdo reduzida no presente estudo, reforcando o seu papel na
magquinaria antioxidante catalisada por GSH.

O gene PRDX4 codifica a enzima peroxirredoxina 4, cujo papel ¢ reduzir
peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos em agua e alcool. A enzima possui dupla
funcdo, atuando como captador de peroxido de hidrogénio em células normais e como

um fator de sobrevivéncia em células tumorais,(m)

assim como ATOXI1. A expressdo
elevada da proteina PRDX4 foi associada com presenga de tumores primdrios de
cavidade oral e comprometimento de linfonodos em estudo anterior. Além disso, foi
considerado importante fator progndstico para esse tipo tumoral.*” A atividade de
PRDX4 tem fung¢do importante na regulacdo da ativacdo do fator de transcri¢do NF-kB
(Factor nuclear kappa B), o qual foi associado com hipermetilacio do supressor

tumoral PTEN em carcinoma de nasofaringemg)

e com processos de invasdo e migragdo
de diversos tipos de cancer.**'*” A alta expressdo génica de PRDX4 observada no
presente estudo corrobora com a atuag@o da proteina na promog¢do do desenvolvimento
tumoral.

A sintese do hormoénio tireoidiano ¢ outra via relacionada a promog¢do do
desenvolvimento de tumores, como cancer de célon, mama, prostata e pulmdo.’*"
Participam dessa via os genes diferencialmente expressos GSR, GPX3, Dual oxidase 1
(DUOXI) e Dual oxidase 2 (DUOX2). Os genes DUOXI e DUOX2, com expressao
reduzida nos tumores orais no presente estudo, também participam da sintese do

(142-144) 5

hormonio tireoidiano por meio da geracdo de perdxido de hidrogénio. sintese

dos hormonios da tireoide ocorre inicialmente pela oxidacdo do iodeto pela
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Tireoperoxidase (TPO), utilizando o perdxido de hidrogénio para formar iodotirosinas,
jodotironinas, tiroxina (T4) e triiodotoronina (T3).!*>

Entre as NADPH oxidases, DUOX1 e DUOX2 sdo as unicas que catalisam a
produgdo de perdxido de hidrogénio extracelular ao invés de superoxido, que € o
primeiro produto da redugdo do oxigénio."*® A expressdo reduzida dos genes DUOXI e
DUOX?2 observada no presente estudo sugere deficiéncia do sistema de antioxidacdo
pela redugdo do superdxido, elevando as concentragdes dessa ERO e consequentemente,
aumentando o estresse oxidativo no microambiente tumoral.

Corroborando com os resultados do presente estudo, evidéncias indicam que
DUOXI pode atuar como supressor tumoral seletivo durante a inicia¢do e progressdo do
cancer."*” Em tumores de pulmdo, DUOXI & frequentemente silenciado por
hipermetilacdio da regido promotora.'*® Estudo recente encontrou sua expressdo
reduzida também em linhagem de cancer de figado e carcinoma hepatocelular
primario."*® Além disso, alta expressdo enzimatica de DUOXI em carcinoma de
tireoide esta associada ao risco reduzido de morte."*” Nesse contexto, a expressdo
reduzida de DUOXI em carcinoma oral de células escamosas corrobora com seu papel
como supressor do crescimento tumoral relacionado a indugdo da parada da fase G2/M
do ciclo celular e ao aumento da geracdo de EROs."*”

Em relag¢do ao gene DUOX2, embora sua expressao elevada tenha sido associada

com outros tipos de cancer, como estdmago ¢ colo de ttero, '

a expressdo reduzida
desse gene em carcinoma oral, como observada no presente estudo, pode estar

relacionada com aumento da produ¢do de EROs e promocdo do crescimento tumoral,

assim como DUOXI1.
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O perdxido de hidrogénio gerado pelas DUOX ¢é metabolizado intracelularmente
pela enzima GPX3 no processo de redugdo e oxidacdo da GSH. GPX3 ¢ regulado
negativamente em varios tipos de cancer; no entanto o mecanismo de ag¢do da proteina
nas células tumorais ndo estad totalmente esclarecido. Por ser uma proteina de
membrana, sugere-se que GPX3 atua como um bloqueador redox para discriminar entre
estimulos inflamatérios relevantes e irrelevantes.>*'>"

A enzima GSR também atua nessa via reduzindo selenodiglutathione (GSSeSQ)
em gluthathioselenol (GSSeH) e GSH reduzida, participando, assim, do sistema de
antioxidacdo."*'" A expressdo reduzida dessas enzimas sugere uma deficiéncia no
mecanismo de oxirreducdo em cancer oral e pode contribuir para o desenvolvimento
tumoral.

O metabolismo do &cido araquidonico também apresenta importancia no
processo de tumorigénese. Participando dessa via metabdlica, os genes GPX3, ALOXI2
(Arachidonate 12-lipoxygenase, 12§ type) e EPHX2 (Epoxide Hidrolase 2)
apresentaram expressdo reduzida no presente estudo. Este metabolismo ¢ responsavel
pela produgdo dos acidos graxos eicosandides que sdo importantes na sinaliza¢do de
moduladores de processos fisioldgicos, tais como dor, febre, libera¢do do acido gastrico,
contragdo e relaxamento do musculo liso. Os produtos do metabolismo do &cido
araquidonico também estdo associados com processos inflamatérios importantes na
carcinogénese.(154’155)

A enzima ALOXI2 metaboliza o 4acido araquidonico em 12(S)-HETE
(52,87, 10E,147)-(12S)-12-Hydroxyicosa-5,8,10, 1 4-tetraenoic acid),(]%) o qual ¢
associado com progressdo tumoral e metastase, além de outras condic¢des

patologicas." 77" 12(S)-HETE atua na modulagio de integrinas, regula a secrecdo de
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proteinases, aumenta a motilidade e invasdo de células tumorais e induz a
angiogénese.*"1°"1%) A expressdo génica elevada de ALOX12 foi detectada em vaérios
tipos tumorais como céncer de mama, renal, pancreatico ¢ de prostata.'**'%Y
Interessantemente, em CEC de cavidade oral a expressdo de 4ALOXI2 apresentou-se
reduzida, de acordo com os resultados do presente estudo, assim como no estudo de
Russo (2015). Esse achado sugere que a agdo de ALOX12 pode ndo ser essencial para a
tumorigénese na cavidade oral, que possivelmente recruta outros mecanismos para o
desenvolvimento desse tipo tumoral.

Os genes GPX3 e EPHX2 também apresentaram expressdo reduzida nas
amostras de CEC oral. Assim como outras GPXs, a enzima GPX3 pode prevenir a
ativacdo de lipoxigenases, como ALOX12, evitando a amplificagdo da sinalizagdo na

membrana celular e, consequentemente, excessiva reposta inﬂamatéria,(lés)

0 que
corrobora com os achados deste estudo, bem como o de Russo (2015) ambos
relacionados a expressdo reduzida dessa enzima. Embora os tumores orais tenham
apresentado expressdo reduzida de ALOXI12, outras enzimas reguladas por GPX3
podem atuar no cancer oral.

O gene EPHX2, que codifica a enzima epdxido hidrolase soluvel (sEH),
apresentou redu¢do da expressdo nos tumores orais no presente estudo, assim como em

199 ¢ rim."%® Entretanto, aumento da expressdo foi

neoplasma maligno de figado
observado em outros tipos tumorais, como cancer ovariano avancado."®” No
metabolismo do 4cido araquiddnico, a proteina EPHX2 degrada acidos graxos epdxi
bioreativos derivados do &cido araquidonico pelo metabolismo da Citocromo P450
(CYP).(I“) Em linhagem de carcinoma de cabega e pescoco, EPHX2 apresentou

\

aumento da expressdo em resposta a administragio de N'-nitrosonornicotina, um
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produto da metabolizagdo do tabaco."® No entanto, ndo ha dados suficientes na
literatura que esclaregam o papel de EPHX2 no processo de tumorigénese.

O metabolismo de aminoicidos também apresenta importdncia na
carcinogénese, uma vez que sdo precursores para a sintese de proteinas e, também,
participam de vdrias reagdes como metabdlitos intermedidrios. Os aminoacidos s@o
necessarios para sinalizagdo de mTOR (mechanistic target of rapamycin),
funcionalmente ativada no cancer, que regula processos celulares como crescimento,
proliferacio, motilidade, sobrevivéncia, sintese proteica, autofagia e transcrigdo."'’” Na
auséncia de aminodcidos, a ligacdo de mTOR aos seus substratos ¢ comprometida. A
eficiente interag@o entre Raptor (Regulatory-associated protein of mTOR) e substratos
de mTOR depende de uma alteragdo conformacional promovida por aminoacidos, que
aumentam a acessibilidade do substrato 8 mTOR e s suas quinases associadas. !"" As
enzimas CAT e GSTZI1 participam do metabolismo de aminoacidos e a expressdo
reduzida dos genes que codificam essas enzimas pode estar associada a alteragdes em
vias importantes de sinalizacdo celular relacionadas ao cancer.

O gene DHCR24 (24-dehydrocholesterol reductase), o qual também apresentou
expressao reduzida no presente estudo, participa da biossintese de esteroides, por meio
das vias latosterol e desmosterol. A enzima DHCR24 catalisa a reagdo de reducdo do
zimosterol até a formacdo de colesterol."’”? O colesterol é matéria prima essencial para
a c€lula, porém apresenta toxicidade em quantidades excessivas e pode contribuir para o
desenvolvimento de doengas. Assim, os niveis celulares de colesterol sdo regulados por
um mecanismo equilibrado de sintese, utilizacdo e efluxo.!7?

Em contraste com os achados do presente estudo, expressdo génica elevada de

(173)

DHCR24 foi observada em tumores de mama''” e prostata."’ Além disso, elevados
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niveis de DHCR24 foram associados a progressdo tumoral em cancer de prostata 173 o

(176)

melanoma' "’ o que poderia estar associado ao aumento da sintese de colesterol. Assim,

o gene DHCR24 parece ndo influenciar na carcinogénese oral por meio da via do

colesterol, mas por outros mecanismos nos quais participa, como controle do estresse

177) (178)

o : (: (179-181
oxidativo,"”” apoptose celular''™ e processo inflamatério."!””"*" Uma vez que exerce

atividade antioxidante e antinflamatoria, quantidades reduzidas dessa enzima em
consequéncia da expressdo génica reduzida, poderia levar a deficiéncia na eliminagio
das EROs e aumento do processo inflamatdrio, propiciando o desenvolvimento tumoral.

O gene que apresentou maior expressdo em CEC oral no presente estudo foi o
PRPN (Prion protein), que codifica a Proteina Prion Celular (PrP°), uma
sialoglicoproteina de membrana ancorada a membrana via glicosilfosfatidilinositol
(GPI)."®!183) prpe ¢ expressa em varios tecidos, principalmente no cérebro, e ¢ associada

com doengas neurodegenerativas. Entretanto, evidéncias sugerem um papel importante

dessa proteina na biologia do cancer.!**'*%

Estudos demonstraram a participa¢do da proteina PrP® em importantes processos

~ : ~ . ~ . ~ 185 .
como neuroprotecdo, migra¢do e adesdo, inflamacio e proliferagcdo celular."® PrP© ¢

(186)

altamente expressa em vdarios tipos de cancer incluindo glioma, cancer de

9) (190)

187,188 . 18 A g A 191) A
mama,( 188 tumor de prostata,( cancer gastrico, cancer colorretal,( ) cancer

(1

pancreatico, 92) osteosarcoma,(m) e CEC de cavidade oral."*?

Os mecanismos pelos quais a expressdo elevada de PrP® pode induzir o
desenvolvimento tumoral incluem sinalizagdes de fatores conhecidamente envolvidos
no processo da carcinogénese. A expressdo elevada de PrP® foi associada com pior

(195)

progndstico no cancer de mama e promoveu o aumento da migra¢do e invasdo
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celular por meio do aumento da expressdo da metaloproteinase 9 (MMP-9) e ativagdo
da via de NF-xB e ERK."*"

Em linhagens de cancer oral e de colon, foi observada associag@o entre a elevada
expressio de PrP¢ e a reducdo da apoptose induzida pelo estresse oxidativo”” e
aumento da motilidade e invasdo celular."®® Além disso, altos niveis de expressdo
também foram observados em células de carcinoma espinocelular de células escamosas
de cavidade oral, e foram associados com progressio e estadiamento avangado por
alteragdo na sinalizacdo de p53.(194)

Também envolvido no mecanismo apoptdtico, o gene GRLX? (Glutaredoxin 2),
cuja expressdo foi reduzida no presente estudo, codifica uma proteina denominada
Glutarredoxina 2, pertencente a familia das glutarredoxinas (Grx) responsavel pela
manutencdo da homeostase celular. 1°”

As Grxs sdo enzimas responsaveis pela deglutationilacdo de proteinas, ou seja, a
remog¢do de GSH. ®*” Desempenham importantes fungdes nos processos celulares, tais
como assimilacdo de enxofre, biossintese do DNA, apoptose, regulagdo redox via
eliminacdo de EROs, intermediacdo da atividade do fator de ligag¢do transcricional,
diferenciacdo celular e defesa contra o estresse oxidativo.?’"

Grx ¢ conhecida por regular a atividade de varias proteinas por
deglutationilagdo, tais como Ras, Faz, ASKI, NF-xB e prd-caspase-3, as quais
desempenham importante papel no controle da apoptose celular.?’? Alteracdes na
glutationilagdo de proteinas podem resultar em sobrevida ou apoptose celular,

dependendo do tipo celular e dano tecidual. A deglutationilagdo de Ras pode resultar na

ativacdo da via MEKK (Mitogen-activated protein kinase/Extracellular signal
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regulated kinase kinase kinase) e inibicdo de Akt, resultando na ativagdo de proteinas
efetoras da apoptose.**?

Em células endoteliais tratadas com fator de necrose tumoral alfa (TNFa) foi
observado um aumento da atividade de Grx e concomitante aumento da clivagem de
pro-caspase-3 resultando em morte celular.*’? Esse resultado sugere um papel de Grx
na propagac¢do de sinais apoptdticos. Nesse contexto, a reducdo da expressdo de GRLX?
poderia evitar a morte das células tumorais de cavidade oral, contribuindo para o
desenvolvimento do tumor.

Apesar de Grx promover a apoptose por meio da pré-caspase-3, também catalisa
a deglutationilacdo de Fas (Fas Cell Surface Death Receptor), o que poderia inibir o
processo de morte celular.?”> Com base nessas evidéncias, os mecanismos de regulaco
da apoptose apresentam diferencas que podem estar relacionadas ao tipo celular ou
estimulo, e, ainda, a via de sinaliza¢do predominantemente ativada nas células tumorais.

O gene CSDE] (Cold shock domain containing E1), que codifica a proteina com
dominio cold shock conhecida como Unr (up stream of N-ras), apresentou expressiao
reduzida nos tumores orais no presente estudo. Proteinas com dominio cold shock
pertencem a familia de proteinas de ligacdo com acidos nucléicos e atuam na regulagdo
da transcricdo de genes, traducdo proteica e proliferacdo celular. A expressdo de
proteinas com dominio cold shock ¢ induzida pelo estresse celular. Essas proteinas sdao
constantemente secretadas e ligam-se a receptores especificos na superficie celular,
influenciando a capacidade proliferativa e migratoria da célula. ™
A expressdo da proteina Unr pode ser regulada de varias maneiras, incluindo

(205)

auto-regulacdo e inibigdo por genes especificos, como c-myc, um oncogene

relacionado a répida proliferagdo de células tumorais. Apesar de c-myc apresentar



Discussio 43

expressdo elevada em CEC oral de acordo com resultados da literatura, ndo existem
dados consistentes na literatura sobre o papel da proteina Unr nos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do cancer de cabega e pescogo.(206)

O gene OXSRI (Oxidative-stress responsivel), também conhecido com OSR]I,
apresentou expressdo reduzida no presente estudo. O gene OXSR/ codifica a proteina
OSRI que pertence a familia de proteinas quinase Ser/Thr responsaveis pela regulagio
do transporte de ion e regulacdo de sinalizagdes downstream em reposta ao estresse

208 & est4

ambiental.**” A proteina OSR1 ¢ ativada em resposta ao estresse oxidativo
envolvida na inducdo da angiogénese em células HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells) por meio da ativacdo da proteina With no lysine (K) (WNK) 1.2%%

Nao foram encontrados dados na literatura sobre a expressdo génica e proteica
de OSR1 em células tumorais. Entretanto, o gene OXSR/ apresentou hipermetilacdo da
regidio promotora em carcinoma espinocelular de pulmdo.*'” A inibi¢do da transcri¢do
génica por metilagio de regido promotora ¢ um mecanismo bem estabelecido.*'" E
possivel que OXSRI apresente hipermetilacdo em CEC oral, o que levaria a redugdo da
expressdo génica, assim como observado no presente estudo. Entretanto, ndo ha dados
na literatura sobre a expressdo desse gene nesse tipo tumoral.

Estudo em células renais embrionarias mostrou que OSR1 ¢ responsavel pela
fosforilagdo do receptor do fator de necrose tumoral RELT (Receptor expressed in
lymphoid tissues).(212) Os fatores de necrose tumoral (TNF) sdo proteinas envolvidas na

morte de células tumorais®'®

e participam de importantes processos celulares como
. ~ . ~ 214
proliferacdo celular, apoptose, inflamacio e resposta ao estresse.’ ) Nesse contexto, a

ativagdo de RELT por OSR1 parece ser um importante mecanismo para a indugdo da

apoptose e a inibi¢do do desenvolvimento tumoral. Assim, a expressdo reduzida de
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OXSR1 em CEC oral, no presente estudo, corrobora com seu papel na prote¢do celular e
inibi¢do da transformacdo maligna.

Nossos resultados mostraram que genes que participam do processo de
detoxificagdo celular apresentam expressdo diferencial em tumores de cavidade oral. As
enzimas codificadas por esses genes possuem papel importante em mecanismos

fisioldgicos importantes no processo de tumorigénese.
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5.  CONCLUSAO

1. Genes codificadores de enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo de
compostos exogenos apresentam expressdo diferencial em carcinoma espinocelular de
cavidade oral.

2. A expressio de genes envolvidos no metabolismo antioxidativo nao
diferencia pacientes com carcinoma espinocelular de cavidade oral de acordo com os
parametros clinicos e histopatologicos.

3. A expressdo alterada desses genes pode levar a desregulagdo de processos
bioldgicos importantes para a carcinogénese, como inflamagdo, angiogénese, apoptose,
instabilidade genomica, invasdo, sobrevivéncia e proliferacdo celular, e contribuir para

o desenvolvimento do carcinoma espinocelular de cavidade oral.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, resolugdo 466/12)
Titulo da Pesquisa: Expressio de genes envolvidos na via de metabolizacio de xenobidticos em

pacientes com cancer de cabeca e pescoco.
Pesquisadora Responsavel: Msc. Anelise Russo

B e RGuoiiiiieeieieeeeen nascido(a) em
........ Jovooid eves € AOMICTHAAO(R) @ cevveeiieiie ettt ettt et e ettt e e ete e taesaaeesseensaeesseenseeenseennsenny
MUNICIPIO  d€.uviiiiiieiieiiicicricet e e usuario (a) (ou responsavel legal pelo
USUATIO )ttt ettt eeteesteesteeetteenteeseeestaessaeenseesseeanssensseenseeaseeenssenssesssaesssesnssassennsens , declaro que consinto em

participar como voluntario (a) do projeto de pesquisa “Expressio de genes envolvidos na via de
metabolizacdo de xenobidticos em pacientes com cancer de cabega e pescogo”e que também fui
satisfatoriamente esclarecido(a) que:

A) O objetivo do estudo € investigar o material genético de tumores de pacientes com cancer de cabeca e

pescoco;
B) Durante a cirurgia, o médico ird remover o tumor ¢ um pedago dele ndo sera usado para diagndstico e
podera ser congelado e armazenado no laboratério para posteriormente ser utilizado para estudo
genético/molecular compondo um banco de amostras bioldgicas, podendo ser utilizado em futuros
estudos apos aprovagdo de um novo projeto peloComité de Etica em Pesquisa - CEP. A obtengdo deste
fragmento nio implicard em riscos adicionais na sua cirurgia e ndo resultard em aumento no tempo de
operagdo ou na extensdo da cirurgia;

C) Sera utilizado um grupo controle com as margens dos tumores (tecidos aparentemente normais);

D) O material sera identificado no laboratorio por coédigo formado por nimeros e letras e, portanto, minha
privacidade e identidade serdo preservadas;

E) Todas as informagdes obtidas por meio da histdria clinica e os resultados serdo mantidos em sigilo e
que, estes so6 serdo utilizados para divulgagdo em reunides e revistas cientificas;

F) Se eu concordar em participar desta pesquisa e se eu concordar com a retirada e uso do material, do
modo descrito acima, ndo terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados
decorrentes da pesquisa. Se eu n3o concordar, ou decidir retirar meu consentimento em qualquer
momento, minha decisdo ndo influenciara, de modo algum, o meu tratamento;

G) Esse estudo ¢ importante porque pode colaborar para o conhecimento cientifico dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do tumor;

H) Os resultados serdo divulgados apods a conclusdo do estudo em forma de artigos cientificos ou
trabalhos apresentados em congressos.

Declaro que, apds ter convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar livre e
espontaneamente deste estudo sem que tenha sido submetido a qualquer tipo de pressdo. Assim, consinto
em participar do projeto de pesquisa em questdo.

RG do prontuério médico:

Declaragdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste estudo.
Coloquei-me a disposi¢do para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de maneira livre e
me coloquei a disposigdo para esclarecimento de qualquer divida sobre o estudo pelo enderego abaixo
indicado.

Pesquisador responsavel:

Em caso de duvidas contatar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto,
telefone: (0xx17)3201-5700, ramal 5813.
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Questionario

Dados Gerais e demograficos:

Prontudrio.......ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee,
Local € data de NASCIMENTO......cooeiieieeeeeeeeeee e,

Endereco:

Dados do Tumor: Ultima consulta:..........ocoveveveve....
L0Cal dO tUIMOT.....ooiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12 Consulta:.....ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenns

TNM CHNiCO....ovviviiiiieiciec e e PALOLOZICOL e,

Tumor primario ( ) Sim () Nao Locali.....oooiieeeeeeeee e
Recidiva ( )Sim  ( ) Nao Local.....ooooiiiiiieeeeceee e

Inicio do diagnostico cancer: més( ) ano ( ) TIPOi. i,
(0314114 : F TIPO.ceeciieeeiie e, Data.....cccooeevviniinnnne.
Fez radioterapia ( ) Sim ( ) Nao Data/Periodo..........ccviiiiiiiiiiieeeie,
Fez quimioterapia ( )Sim ( ) Nao Data/Periodo..........cooeviiiiiiiiiiiiee,

Fatores de Risco

Exposi¢do ao tabaco (acima de 100 Cigarros/vida)

Inicio.....cccevvennenne. duracdo................... tipo.............cONSUMO dIAri0.......cecvreereereeirennnnns
Consumo de bebidas alcodlicas (mais de quatro doses por semana (uma dose
corresponde: licor — 30 mL; copo de vinho — 102 mL, contendo 12% de 4alcool; ou lata
de cerveja — 340 mL)

Inicio......ccevcevennenne. duragfo.......cceeeeeieennnns tipo........... consumo semanal /tipo.................

Heredograma no verso.

Responsavel pela entrevista:
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3. Esquemas dos Processos Biologicos

3.1. Biossintese de Esteroides

Terpennid backbomne
biogynthesis
¥

() Famesyl-FF

24 25-Dihyrdro-
gterol

4 4 Dimethyl-cholesta-
02,1424 tnenn

14 Demethyl-

4 4 Dimethyl-
g lanpsterol

cholesta-8-én-3-nl +

4 Wethylzyraosterol-
ca.t’ou:uxy?atem

3-Eeto-d-methyl-
O zymosterol

Cholesta-2-en-
3ol o

Cholesta-7,24-
Lathosteral £ dien-3p-ol

T ¥ 7 Dehyco- 5.7.24(22)-Exgostatnenol”
T desrmnsterol
1141424
; e i 5.1.22.24(28)-Ergostatetraenol

Caleitrio] ©
1141516 [L141516

Pri bile acid
o P biosyn%hesis

Caleitetyol Secaleiferal

Adaptado: KEGG (http://www.genome.jp/kegg-bin/show pathway?hsa00100+1718).

[~~———[ Steroid degradation

Witarain D2
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