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RESUMO

Introdugédo: O cancer de cabeca e pescogo estd entre os dez tipos de cancer mais
frequentes no Brasil, assim, responsdvel por alto indice de mortalidade no pais.
Polimorfismos em genes de enzimas metabolizadores de xenobidticos como a familia
glutationa-S-transferases (GSTs) podem levar a diminui¢do da habilidade para inativar
carcindgenos (substancias de alcool e cigarro) ativados e aumentar o risco para o cancer,
além de influenciar na resposta ao tratamento de quimioterapia e/ou radioterapia dessa
doenca. Objetivo: Investigar a associag@o entre os genotipos nulos dos genes GSTM1 e
GSTTI e os polimorfismos A313G e C341T do gene GSTPI ¢ o cancer de cabeca e
pescogo; verificar a associagdo entre esses polimorfismos e o sitio anatomico de
ocorréncia do tumor e caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com este tipo de
cancer tratados com quimioterapia e/ou radioterapia; avaliar a influéncia dos
polimorfismos no tempo livre de recidiva e sobrevida dos pacientes com céancer de
cabeca e pescoco tratados com quimioterapia e/ou radioterapia. Casuistica e Métodos:
Foram incluidos no estudo retrospectivo caso-controle 711 individuos; 197 pacientes
diagnosticados com carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢o pelo Servico de
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescogo do Hospital de Base de Sao José
do Rio Preto (FAMERP/HB) e 514 individuos sem historia de neoplasia provenientes
do Hemocentro (FAMERP/HB). As variaveis analisadas foram: género, idade, habitos
tabagista e etilista, sitio anatomico do tumor, caracteristicas clinico-patologicas do
tumor e tratamento com quimioterapia e/ou radioterapia. A genotipagem dos
polimorfismos foi realizada por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para GSTMI e
GSTT1, e por PCR-Polimorfismos de Comprimentos de Fragmento de Restri¢do (PCR-

RFLP) para os polimorfismos A313G e C341T do gene GSTPI. No gene GSTP1 foram
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avaliadas as frequéncias genotipicas dos polimorfismos A313G e C341T para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), por Teste Qui-quadrado e andlise dos
haplotipos. Teste de Regressdo Logistica Multipla foi realizado para determinar o efeito
das variaveis analisadas no cancer de cabeca e pescoco. Resultados: Frequéncias
genotipicas dos polimorfismos GSTPI A313G e C34I1T se apresentaram em HWE em
ambos grupos (caso e controle, p>0,05); os haplotipos GSTPI A313G/C341T diferiram
significantemente entre grupos caso e controle (Grupo caso: A313/C341, p=0,013;
A313/T341, p=0,019; Grupo controle: G313/C341, p=0,015). Idade avangada (>59,
p<0,001), género masculino (p=0,040), habitos tabagista (p<0,001) e etilista (p<0,001),
polimorfismos GSTTI (p<0,001), GSTMI (p<0,001), GSTPI A313G (p=0,037)
mostraram significancia no risco para cancer de cabeca e pescogo. O polimorfismo
GSTPI1 C341T (p=0,688) ndo mostou significancia com o risco para este tipo de cancer.
Os polimorfismos nio foram associados com o sitio anatdmico, caracteristicas clinico-
patoldgicas do tumor, tempo livre de recidiva e sobrevida dos pacientes (p>0,05).
Conclusao: A presenga do gendtipo nulo GSTM]I estd associada com aumento do risco
para o cancer de cabega e pescogo, enquanto o genotipo nulo GSTTI e o polimorfismo
GSTP1 A313G contribuem para a redugdo do risco neste tipo tumoral. Os
polimorfismos GSTs investigados ndo estdo associados com caracteristicas clinico-
patologicas do tumor, tempo livre de recidiva ou sobrevida dos pacientes tratados com
quimioterapia e/ou radioterapia. Estudos futuros com ampliagdo do grupo amostral
poderdo contribuir para o esclarecimento do papel dos polimorfismos em genes da
familia GST nas diferen¢as individuais dos pacientes em resposta aos tratamentos de

quimioterapia e/ou radioterapia e identificar biomarcadores de suscetibilidade.
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Palavras chave: Polimorfismo genético; Xenobidticos; Glutationa transferase; Cancer

de cabega e pescoco; Quimioterapia; Radioterapia.

ABSTRACT

Introduction: Head and neck cancer are among the ten most common types of cancer
in Brazil, accounting for a high mortality rate in the country. Polymorphisms in genes of
xenobiotic metabolizing enzymes such as the glutathione-S-transferases (GSTs) family
may lead to decreased ability to inactivate activated carcinogens (alcohol and cigarette
substances) and increase the risk for cancer, in addition to influencing the response to
treatment of chemotherapy and/or radiotherapy of this disease. Objective: To
investigate the association between GSTMI and GSTTI null genotypes and the A313G
and C341T polymorphisms of the GSTPI gene and head and neck cancer; to verify the
association between these polymorphisms and anatomical site of tumor occurrence and
clinical-pathological characteristics of patients with this type of cancer treated with
chemotherapy and/or radiotherapy; to evaluate the influence of polymorphisms in
relapse-free and survival time of patients with head and neck cancer treated with
chemotherapy and/or radiotherapy. Patients and Methods: In this retrospective case-
control study, 711 subjects were included, 197 patients diagnosed with head and neck
squamous cell carcinoma by Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery Service
of Base Hospital, Sdo José do Rio Preto (FAMERP/HB) and 514 individuals with no
history of neoplasia from the Hemocenter (FAMERP/HB). The variables analyzed
were: gender, age, smoking habit and alcohol consumption, anatomical site of tumor
clinical-pathological features of the tumor and treatment with chemotherapy and/or

radiotherapy. Genotyping of the polymorphisms was performed by Polymerase Chain
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Reaction (PCR) for GSTMI and GSTTI and PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphisms (PCR-RFLP) for A313G and C341T polymorphisms of the GSTPI
gene. In the GSTPI gene genotype frequencies of the A313G and C34IT
polymorphisms were evaluated for Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE), Chi-square
test and haplotype analysis. Multiple Logistic Regression Test was performed to
determine the effect of the variables analyzed on head and neck cancer. Results:
Genotypic frequencies of GSTPI A313G and C341T polymorphisms showed in HWE
in both groups (case and control, p>0.05); the GSTPI A313G/C341T haplotypes
differed significantly between case and control groups (Case group: A313/C341,
p=0.013; A313/T341, p=0.019; Control group: G313/C341, p=0.015). Advanced age
(=59, p<0.001), male gender (p=0.040), smoking habit (p <0.001), alcohol consumption
(p<0.001), GSTTI (p<0.001), GSTMI (p<0.001), GSTPI A313G (p=0.037)
polymorphisms showed significance in the risk for head and neck cancer. The GSTP!
C341T polymorphism (p=0.688) did not show significance with the risk for this type of
cancer. Polymorphisms were not associated with the anatomical site, clinical-
pathological features of the tumor, relapse-free, and patient survival time (p>0.05).
Conclusion: The presence of the null genotype GSTM1 is associated with increased risk
for head and neck cancer, while the null genotype GST7T! and GSTPI A313G
contributes to the reduction of risk in this tumor type. The GSTs polymorphisms
investigated are not associated with clinical-pathological features of the tumor, relapse-
free or survival time of patients treated with chemotherapy and/or radiotherapy. Further
studies with amplification of the sample group may contribute to the clarification of the

role of polymorphisms in GST family genes in individual differences of patients in
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response to chemotherapy and/or radiotherapy treatments and to identify biomarkers of
susceptibility.
Key words: Genetic polymorphism, Xenobiotics, Glutathione transferase; Head and

neck cancer, Chemotherapy, Radiotherapy.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) ¢ um termo que engloba
todas as neoplasias malignas localizadas na mucosa do trato aerodigestivo superior,
estendendo-se desde a borda vermelha dos labios até a cartilagem cricdide, incluindo a

cavidade oral, partes nasal, oral e laringea da faringe e laringe.!¥

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for
Research on Cancer), da Organizagdao Mundial da Satde (OMS), houve 14,1 milhdes de
casos novos de cancer no geral e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo
o mundo, em 2012 (INCA, 2017). No Brasil, a estimativa para os anos de 2016 ¢ 2017
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos de céncer. Sem
considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 420 mil casos novos
de cancer.®

Os principais fatores de risco para o CECP incluem tabagismo, etilismo,®”
infecgdes por HPV, principalmente pelos tipos 16 e 18,5311 ¢ exposicdo a radiagdo
UVA solar (cancer de 14bio).”® Contudo, entre tais fatores, destacam-se o tabagismo e o
etilismo.-12:19)

Os carcindgenos do cigarro e do alcool podem se ligar aos constituintes celulares
e levar a formacdo de adutos de DNA.319 Deste modo, o risco de desenvolver cancer
de cavidade oral atribuido ao tabagismo e etilismo ¢ de aproximadamente 65%. Além

disso, pode-se observar sinergismo entre esses habitos, o qual pode aumentar o risco

para o cancer oral.®)
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Estudos mostram que polimorfismos nos genes que codificam as enzimas do
metabolismo de drogas usadas na quimioterapia, podem causar variabilidade na resposta
as drogas e modular o resultado do tratamento nos casos de CECP,!7?» cancer de
esdfago,®¥ carcinoma de pulmio de células nio pequenas,®¥ cancer de mama,®>27 ¢
cancer colorretal.?®

Em relagdo ao tratamento do cancer, tradicionalmente cirurgia, radioterapia e
quimioterapia sdo as armas terapéuticas a disposi¢ao dos especialistas. A combinagdo e
a ordem das mesmas depende de varios fatores.?2? O tratamento deve ser
individualizado, devido a diferenga na resposta ao tratamento como seus efeitos
colaterais de individuo para individuo, causada pela variabilidade genética no
metabolismo de drogas.?%?» Alem disso, deve-se levar em consideracio o estagio,
localizag¢@o anatomica, tamanho do tumor, histologia e dados do paciente como idade,
condigdo geral, ocupagio e preferéncias.>2%3%

O metabolismo de drogas, também denominado de metabolismo de xenobidticos,
envolve dois tipos de enzimas principais: as do metabolismo oxidativo mediado/Fase I,
como citocromo P450 e mEH (Microsomal epoxide hydrolase) e as enzimas
conjugadas/Fase I1.°1 As reacdes da Fase II envolvem a conjugagio com o substrato
endogeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato) por meio das glutationa-S-transferases
(GSTs), UDP-glucoroniltranferases e N-acetiltransferases (NATs), que agem como
enzimas inativadoras dos produtos da Fase I, tornando os metabdlitos hidrofilicos e
passiveis de excrecdo.23 A excregdo de metabolitos para o controle homeostatico e
detoxificacdo de xenobidticos lipofilicos ocorre na Fase I11.5% As enzimas de Fase III
sdo transportadores de membrana ativos, responsaveis pelo fluxo de compostos através

das membranas celulares. As enzimas dessa fase incluem glicoproteina-P (GP-P),363%
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ATP-binding cassette (ABC), Solute carrier (SLC),*” transportadores que secretam
substancias de carga elétrica positiva e negativa, Transportadores Céation Orgéanicos —
OCTs, Transportadores Anion Organicos — OATs.(%3% As enzimas de fase III também
podem participar na resisténcia de células tumorais a quimioterapicos, resultando no

fendtipo conhecido como Multiple Drug Resistance (MDR)C'® (Figura 1).

Fatores / ” Metabdlitos Hidrocarbonetos
de risco { } Aromaticos Policiclicos-PAHs,
)

Benzopireno-BaP e Acetaldeido
-

Metabolismo de Xenobidticos J

» FASE | - Ativacio FASE Il - Detoxicagio « -
! 4 4
| Pré-carcinégeno ] FASE Ill — Transporte

Xenobidtico

(] o> [ gy
N

Suscetibilidade para cancer
cabega e pescogo

Conjugagao

Figura 1. Esquema representativo do metabolismo de xenobidticos e suas principais enzimas —
CYPs: Citocromos P450; mEH: Epodxide hidrolase microssomal; NATs: N-acetiltransferases;
GSTs: Glutationa-S-Transferases; UGTs: UDP-Glucoroniltransferases; SLTs: Sulfotransferases:
“MDRs: Multiple Drug Resistences”.”

Variagdes genéticas das glutationas S-transferases tem sido associadas a
mudangas na atividade enzimatica. Os genes da familia GST s3o agrupados em oito
classes baseado na estrutura, substrato especifico e propriedades imunolégicas: alpha,

mu, kappa, pi, sigma, theta, zeta ¢ 6mega.***? O gene GSTMI (regiio cromossdmica
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1p13.1) é polimdrfico na populacdo humana e 20 a 50% dos individuos ndo expressam a
enzima devido a uma delegdo génica em homozigose (GSTMI* 0).*®) A frequéncia de
individuos que ndo expressam a enzima ¢ mais alta em caucasdides e asidticos do que
em africanos.*Y O gene GSTTI (regido cromossdmica 22q11.2) também é polimérfico
na populacdo humana, apresentando fendtipo nulo por delecdo (GSTTI* 0) e
consequente perda completa da atividade enzimatica. Aproximadamente 60% dos
asiaticos, 40% dos africanos e 20% dos caucasoides ndo expressam esta enzima.*>46)

O gene GSTPI ¢ um gene polimérfico localizado no cromossomo 11 com duas
substituigdes, uma no éxon 5 (A313G) e uma no éxon 6 (C341T), que resultam
respectivamente nas substituigdes de aminoacidos Ilel05Val e Alall4Val. Estas
substituigdes causam alteragdes nas atividades cataliticas da enzima e podem estar
associadas ao aumento de aduto de DNA, aumentando o risco de cancer.”

Ruwali e colaboradores no ano 2009 investigaram a influéncia genética dos
polimorfismos CYP2A46*IB e CYP2A6*4C do gene CYP2A46 e o polimorfismo A313G
GSTPI no CECP e encontraram baixa resposta ao tratamento de quimioterapia com
cisplatina, nos casos em que os genoétipos variantes de CYP2A46 ou genotipo selvagem
AA313 GSTPI tém demonstrado o papel dos polimorfismos nestes genes em prever a
resposta de um individuo a quimioterapia, e assim, podem contribuir na delimitacdo do
tratamento quimioterapico apropriado.?

Fatores genéticos como polimorfismos em genes que codificam as enzimas da
Fase I e da Fase Il podem alterar sua expressdo ou fung¢do, influenciar no metabolismo
de drogas e modificar a ativacdo ou detoxificagio de compostos carcinogénicos.2-3449)

Assim, estudos sobre a preseng¢a dos polimorfismos em individuos com diferenga na

resposta aos tratamentos de quimioterapia e consequentemente radioterapia, tempo de
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recidiva livre e tempo de sobrevida sdo importantes para identificar biomarcadores para

suscetibilidade ao CECP.



Introducdo 7

OBJETIVOS

Considerando as evidéncias apresentadas, este estudo teve como objetivos:

1. Investigar a associagdo dos gendtipos nulos dos genes GSTMI e GSTTI e
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) A313G e C341T do gene GSTP1
com o cancer de cabega e pescoco;

2. Verificar a associagdo entre os polimorfismos e o sitio anatdmico de ocorréncia
do tumor e caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com cancer de
cabeca e pescogo tratados com quimioterapia e/ou radioterapia.

3. Awvaliar a influéncia dos polimorfismos no tempo livre de recidiva e sobrevida
dos pacientes com cancer de cabega e pescogo tratados com quimioterapia e/ou

radioterapia.



2. CASUISTICA E METODOS
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2. CASUISTICA E METODOS

2. 1. Caracterizacio da amostra

No presente estudo retrospectivo caso-controle foram incluidos 711 individuos,
197 pacientes diagnosticados com CECP em acompanhamento no Ambulatério de
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescogo do complexo médico hospitalar
FAMERP/FUNFARME, na cidade de Sdo José do Rio Preto — SP foram incluidos no
grupo caso ¢ 514 individuos saudéaveis sem historico de neoplasia constituindo o grupo
controle, provenientes do Hemocentro do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto.

Todas as amostras foram obtidas apds a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 1). Os dados de pacientes e controles foram coletados por
meio de questionarios padronizados (Anexos 2 e 3). O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP), parecer N° 697.896 (Anexo 4).

Os critérios de inclusdo dos pacientes no grupo caso do estudo corresponderam a
confirmacdo patoldgica por bidpsia de tumores primarios diagnosticados como
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP), tratados com quimioterapia e/ou
radioterapia, no Hospital referéncia da regido sudoeste do estado de Sdo Paulo pelos
servicos de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pesco¢o e Oncologia da
FAMERP/FUNFARME. Os critérios de exclusdo do grupo caso foram os pacientes com
carcinoma de cabegca e pescoco de tipo histoldgico diferente do espinocelular e
pacientes que ndo foram submetidos aos tratamentos de quimioterapia e¢/ou radioterapia.

Para o grupo controle os critérios de inclusdo foram individuos saudaveis com

idade >40 anos independente do género e etinia sem cancer ou historia de neoplasia na
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familia. Os critérias de exclusdo do grupo controle foram individuos com queixas
relacionadas a saude, alteragdes em exames de hemograma, de doengas infecto-
contagiosas, portadores de doencas cronicas e com historia de cancer na familia.

No estudo, foram considerados ndo fumantes os individuos que fumaram <100
cigarros na vida e etilista os individuos que consumiram mais de quatro doses por
semana (uma dose corresponde: licor - 30mL; copo de vinho - 102mL, contendo 12%

de 4lcool; ou lata de cerveja - 340mL).“4%0)

As atividades foram realizadas conforme apresentadas no fluxograma de trabalho
(Figura 2).

711
Individuos

[ ]

| 197 Pacientes ‘ 514 Controles
Anélise dos dados —— | I
Clinico-patologicos

l |

— Andlise dos Andlise
|+ Sitio primério ' dados Socio- Molecular |
| « Classificagio TNM | demogréficos | Extragio DNA
. Tr_atamel.ltos r‘eal_lzados. | e
| (Radioterapia/quimioterapia) 7N
+ Idade
s G GSTM1 ‘ GSTPI:
A | e GSTT! | A313Ge C34IT
. (tabagista/etilista) I
PCR Convencional
PCR. Separadamente
Multiplex [
| Gel de Agarose 1,5%
_ I
| Gel de Agarose 1,5% Amplificados submetidos
ao PCR-RFLP
I
GENOTIPAGEM ———  Gel de Agarose 2,5%

Figura 2. Fluxograma de trabalho do presente estudo.

As varidveis analisadas foram género, idade, habitos tabagista e etilista, sitio

primdrio e caracteristicas clinico-patologicas do tumor. O tratamento dos pacientes
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incluiu radioterapia e/ou quimioterapia e os principais quimioterapicos utilizados foram

cisplatina, metotrexato e 5-fluorouracil.

2. 2. Caracterizacio dos aspectos clinicos

De acordo com a classificacdo de Lee 2012, as neoplasias foram divididas para
sitio primario em cavidade oral, faringe e laringe.®? Os critérios do Comite Americano
de Cancer (American Joint Commitee for Cancer — AJCC, 2009) e da Unido
Internacional Contra o Cancer (Union International Control Cancer — UICC, 2002)
para a classificacdo do tumor envolvem tamanho (T), presen¢a de linfonodos adjacentes
comprometidos (N) e presenca de metastase (M).5259

A classificag@o T foi dividida em tumores com pequena extensdo (T1, T2) e com
grande extensdo (T3, T4). A classificagdo N foi dicotomizada em comprometimento de
linfonodos negativo (NO) e positivo (N1, N2, N3). Os estadios foram divididos em nio
avangados (estadios I e II) e avancados (III e IV) apresentados na Tabela 1.2

O diagnostico, sitio anatomico primario e a classificagdo do TNM e demais

informacdes clinicas foram obtidas por meio de prontuario médico dos pacientes

incluidos no estudo.
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Tabela 1. Grupamento de TNM por estadio de acordo com Manual de Oncologia 3* ed.,

2008, UICC 7* ed., 2009 e AJCC 7* ed., 200959

Estadio T N M
0 Tis NO MO

I T1 NO MO
11 T2 NO MO
I T1, T2 NI MO
T3 NO, N1 MO

IVA T1-T3 N2 MO
T4a NO-2 MO

IVB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO

IvVC Qualquer T Qualquer N Ml

2. 3. Analise Molecular

2.3.1. Extracio de DNA a partir de sangue total e quantificacio das amostras
por espectrofotometria

O DNA genomico foi extraido de 8ml sangue periférico total, de acordo com a
técnica de Salazar (1988).

As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) em comprimento de onda (A) de 260 nm e 280 nm. O grau de
pureza das amostras foi verificado por meio das razdes 260/280 e 260/230, que indica a
presenca de proteinas e outros contaminantes. Todas as amostras apresentaram pureza

desejada.
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2.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase Multiplex (Polymerase Chain
Reaction — PCR)
Polimorfismos GSTT1 e GSTM1
A anélise dos polimorfismos GSTT1 ¢ GSTM]I foi realizada pela técnica de PCR
multiplex, usando o gene CYPIAI como controle positivo interno de amplificagdo com

primers especificos (GSTTI-sense: 5’-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ e anti-

sense: 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’; CYPIA]I-sense: 5°-
GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3’ e anti-sense: 5’-
CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3’ e GSTM]I-sense 5’-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’ e anti-sense: 5’-

GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3").%> A reacdo foi realizada em volume final de
50uL, contendo 0,2uM de cada primer (GSTTI e GSTMI), ¢ 0,lmM de cada primer
(CYPIAI), 0,AmM de cada desoxinucleotideo (ANTP), 10mM de Tris-HCI, 1,5mM de
MgCl2; 1,5U da enzima Taq DNA polimerase e 200ng de DNA. A amplifica¢do das
sequéncias de DNA de interesse foram obtidas apds 35 ciclos que compreenderam
etapas de desnaturagdo do DNA a 94°C por dois minutos, anelamento dos primers a
59°C por um minuto e extensdo das cadeias de DNA a 72°C por um minuto. Os
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de

etidio.

2.3.3. Reacio em Cadeia da Polimerase-Polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricio (Polymerase Chain Reaction—Restriction Fragment Length
Polymorphism — PCR-RFLP)

Polimorfismo A313G do gene GSTPI
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A andlise do polimorfismo GSTPI A313G foi realizada por PCR convencional
utilizando-se os primers descritos por Harries et al. (1997) (Sense: 5’-
ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’; Anti-sense: 5°-
TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3).59 A reagdo foi realizada em volume final de 25
uL, contendo 0,2 mM de cada desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10mM
de Tris-HCI, 0,2 pmoles/uL de cada primer, 1,5U de Taq DNA polimerase, 2,5 mM de
MgCl2, e 100 ng de DNA genomico. A amplificagdo foi obtida com desnaturagdo
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos que compreenderam etapas de 94°C
por 60 segundos para desnaturagdo do DNA, de 62°C por 3 minutos para anelamento
dos primers e 72°C por 90 segundos para extensdo das cadeias. Um ultimo ciclo de 7
minutos a 72°C foi realizado para extensdo final das cadeias. Os produtos de PCR de
176 pares de bases (pb) foram analisados a eletroforese em agarose 1,5% corado com
brometo de etideo.

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo pela enzima Bsmal
concluindo a segunda etapa da técnica PCR-RFLP. Os produtos de digestdo enzimatica
foram analisados apos eletroforese em agarose 2,0%, corado com brometo de etideo. A
presenca de bandas de 91 e 85 pb, corresponde ao gendtipo polimérfico GG, as bandas
de 176, 91 e 85 pb correspondem ao gendtipo heterozigoto AG e a banda de 176 pb,

corresponde ao genotipo selvagem AA.

Polimorfismo C341T do gene GSTPI1
A andlise deste polimorfismo foi realizada por PCR convencional utilizando-se
os  primers descritos por Watson et al. em 1998 (Sense: 5’-

GGGAGCAAGCAGAGGAGAAT-3’; Anti-sense: 5’-
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CAGGTTGTAGTCAGCGAAGGAG-3°).®7 A reagio foi realizada em volume final de
25 pL, contendo 0,2 mM de cada desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
10mM de Tris-HCI, 0,2 pmoles/uL de cada primer, 1,5U de Taq DNA polimerase, 2,5
mM de MgCl2, e 100 ng de DNA gendmico. A amplificagdo foi obtida com
desnaturagdo inicial a 95°C por 12 minutos, seguida de 40 ciclos que compreenderam
etapas de 95°C por 30 segundos para desnaturacdo do DNA, de 50°C por 30 segundos
para anelamento dos primers e 72°C por 60 segundos para extensdo das cadeias. Um
ultimo ciclo de 5 minutos a 72°C foi realizado para extensdo final das cadeias. Os
produtos de PCR de 420 pares de bases (pb) foram analisados a eletroforese em agarose
1,5% corado com brometo de etideo.

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo pela enzima Acil para a
segunda etapa da técnica PCR-RFLP. Os produtos de digestdo enzimatica foram
analisados apo6s eletroforese em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etideo. A
presenca de bandas de 365 e 55 pb corresponde ao gendtipo polimoérfico TT, as bandas
de 365, 247, 118 e 55 pb correspondem ao genodtipo heterozigoto CT e as bandas de

247,118 e 55 pb corresponde ao genotipo selvagem CC.

2.4. Analise estatistica

Os dados demograficos foram tabulados por porcentagem. As frequéncias
genotipicas dos polimorfismos GSTP! A313G e C341T foram avaliadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium - HWE) pelo Teste Qui-
quadrado, utilizando o programa BioEstat, versdo 5.0. A andlise de hapldtipos dos

polimorfismos GSTPI A313G e C34I1T foi realizada utilizando o programa Haploview
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versdo 4.2. O Teste de Regressdo Logistica Multipla utilizado o programa Minitab
(versdo 16) foi realizado para determinar o efeito das variaveis analisadas no cancer de
cabega e pescoco. A andlise incluiu: idade (referéncia: < mediana do grupo caso),
género (referéncia: feminino), hébito tabagista (referéncia: ndo fumantes) e habito
etilista (referéncia: ndo etilistas).

A infuencia dos polimorfismos nas caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor
foi analisada por meio do Teste de Regressdao Logistica Binaria. Em relagao ao tamanho
(T), os tumores foram classificados em T1 e T2 (pequena extensdo) e T3 e T4 (grande
extensdo). De acordo com o comprometimento de linfonodos regionais (N) foi
classificado em negativo (NO) e positivo (N1, N2 e N3). O tumor foi classificado em
MO (auséncia de metastases a distancia) e M1 (com metastases). O efeito dos
polimorfismos no tempo de recidiva e sobrevida dos pacientes com CECP foi analisado
por meio da Curva de Kaplan Meier e teste Log Rank. Os resultados foram
apresentados em Odds Ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC — 95%). O nivel

de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).



3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estdo apresentados na forma de artigo cientifico
no Anexo 5, nas normas da revista cientifica internacional Oral Oncology classificada
como A2 atualmente pelo Qualis peridodicos da CAPES, na qual serd realizada a
submissdo para publicag@o.

O estudo analisou 197 pacientes e 514 controles. A mediana de idade foi de 59
anos, com variagcdo de 34 a 83 anos no grupo caso e 44 anos, com variagdo de 24 a 90
anos no grupo controle. O género masculino foi predominante em ambos os grupos caso
(90%) e controle (71,8%).

A Tabela 2 apresenta os resultados da andlise de Regressdo Logistica Multipla
para as caracteristicas socio-demograficas, fatores de risco e polimorfismos. Idade > 59
anos (OR = 11,66; IC 95% = 6,51 — 20,86; p < 0,001) e género masculino (OR = 2,13;
IC 95% = 1,03 — 4,38; p = 0,04) mostraram-se como fatores de risco para esse tipo
tumoral. Houve associacdo entre o habito tabagista (OR = 11,00; IC 95% = 5,71 —
21,20; p < 0,001) e consumo de alcool (OR = 4,14; IC 95% = 2,25 — 7,64; p <0,001) e
maior risco de desenvolver CECP. Portadores do gendtipo GSTMI nulo apresentaram
maior risco de desenvolver a doenga (OR = 4,27; IC 95% = 2,60 — 7,00; p < 0,001). Por
outro lado, o polimorfismo GSTT! apresentou associa¢do com risco reduzido para o
CECP (OR =0,30; IC 95% = 0,18 — 0,51; p < 0,001). O polimorfismo A313G do gene
GSTPI também foi associado com diminui¢@o do risco para CECP (OR = 0,60; IC 95%
=0,37-0,97; p=0,037).

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos GSTPI A313G e C341T estdo em
Equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos (p > 0,05). Os polimorfismos

GSTPI1 A313G e C341T apresentam desequilibrio de ligag¢do (logarithm of odds (LOD)
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Tabela 2. Caracteristicas socio-demograficas, fatores de risco e polimorfismos GSTTI, GSTMI, GSTPI A313G e GSTPI C341T em

Idade
<59
>59
Género
Feminino
Masculino
Tabagismo
Niao
Sim
Etilismo
Nao
Sim
GSTTI
Positivo
Negativo
GSTM1
Positivo
Negativo

GSTPI A313G*

AA
AG/GG

GSTPI C341T**

CC
CT/TT

Caso

97 (49%)
100 (51%)

20 (10%)
177 (90%)

20 (10%)
177 (90%)

28 (14%)
169 (86%)

133 (67%)
64 (33%)

98 (50%)
99 (50%)

101 (57%)
77 (43%)

173 (90%)
20 (10%)

Controle

448(87%)
66 (13%)

145 (28%)
369 (72%)

309 (60%)
205 (40%)

260 (51%)
254 (49%)

402 (78%)
112 (22%)

275 (53%)
239 (47%)

227 (44%)
287 (56%)

460 (89%)
54 (11%)

OR*

11,66

2,13

11,00

4,14

0,30

4,27

0,60

0,85

IC 95%"™

Referéncia
6,51-20,86

Referéncia
1,03— 4,38

Referéncia
5,71 - 21,20

Referéncia
2,25-7,64

Referéncia
0,18-0,51

Referéncia
2,60 — 7,00

Referéncia
0,37 -0,97

Referéncia
0,39 - 1,86

Valor de p

<0,001

0,040

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,037

0,688

*OR = Odds Ratio. **'IC 95% = Intervalo de confianca de 95%. A amplificacdo foi possivel para 178 pacientes do grupo caso. ™ A
amplificacdo foi possivel para 193 pacientes do grupo caso.
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=9,84; Lewontin’s D’ (D’) = 0,657; X* = 0,053). As frequéncias dos haplétipos GSTPI
A313G/C341T diferiram significantemente entre os grupos caso e controle (Tabela 3).
Os alelos selvagens para ambos os polimorfismos foram mais frequentes no grupo caso
em relagcdo ao grupo controle (0,72 versus 0,65; P = 0,013). O haplétipo AT também
apresentou maior frequéncia no grupo caso (0,03 vesus 0,009; p = 0,019). No grupo

controle, o haplétipo GC foi mais frequente (0,23 versus 0,30; p=0,015).

Tabela 3. Frequéncias dos hapldtipos dos polimorfismos A313G e C341T do gene
GSTP1 em pacientes com CECP e controles.

Polimorfismos GSTPI A313G / C341T

Haplotipo CECP Controle Valor de p
AC 0,72 0,65 0,013
GC 0,23 0,30 0,015
GT 0,03 0,05 0,085
AT 0,03 0,009 0,019

Em relacdo ao sitio anatdmico, foram observados 44% de tumores na cavidade
oral, 32% na laringe, 19% na faringe e 5% dos individuos possuiam tumor de origem
desconhecida. Em relagdo ao tamanho do tumor, 57% apresentaram tumores de grande
extensdo. (ndo foi possivel a classificacdo na categoria T para seis tumores). Em 55%
dos casos nao houve comprometimento de linfonodos regionais (NO) (ndo foi possivel a
classificacdo na categoria N para dois tumores). Apenas 3% dos pacientes apresentaram
metastases a distdncia (M1). A classificacio em estadios foi possivel para 194

pacientes.



Resultados 21

Analisando o tratamento dos pacientes foi observado que o mais comum foi a
associacdo de radioterapia e quimioterapia (69%), contra 26% e 5% para radioterapia
exclusiva e quimioterapia exclusiva, respectivamente.

O estudo ndo mostrou associagdo entre os polimorfismos estudados e o sitio
primario do tumor (Tabela 4). Também nao foi encontrada nenhuma associagdo entre os
genotipos e as caracteristicas clinico-patologicas do tumor (Tabela 5).

A analise pela Curva de Kaplan-Meier mostrou que o nimero de pacientes que
apresentaram recidiva em 12 meses portadores dos polimorfismos GSTMI, ou GSTT1,
ou GSTPI ndo foi diferente estatisticamente do nimero de pacientes ndo portadores
(Tabela 6; Figura 3).

O tempo de sobrevida de portadores do alelo polimédrficos GSTMI, GSTTI,
GSTP1 A313G e GSTPI C341T nao foi significativamente diferente do tempo de

sobrevida dos ndo portadores (Tabela 6; Figura 4).
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Tabela 4. Polimorfismos GSTT1, GSTMI, GSTPI A313G e GSTPI C341T em relagdo aos sitios primarios dos tumores de cancer de

cabeca e pescoco.

Cavidade oral Laringe Faringe
n =87 (44%) n =64 (32%) n =37 (19%)
n(%) OR" (IC95%) p n(%) OR" (IC95%) OR" (IC95%)
p n(%) p
GSTM1
positivo 43 (49) Referéncia 33 (51) Referéncia 19 (51) Referéncia
negativo 44 (51) 0,98 (0,53-1,83) 0,955 31 (49) 1,02 (0,51-2,04) 0,945 18 (49) 0,78 (0,36-1,73) 0,545
GSTTI1
positivo 63 (72) Referéncia 48 (75) Referéncia 27 (73) Referéncia
negativo 24 (28) 0,83 (0,41-1,67) 0,596 16 (25) 0,77(0,35-1,70) 0,513 10 (27) 0,97 (0,40-2,38) 0,947
GSTPI A313G*
A/A 46 (57,5) Referéncia 28 (50) Referéncia 22 (59) Referéncia
A/Ge GG 34 (42,5) 0,89 (0,48-1,67) 0,727 28 (50) 1,47 (0,74-2,93) 0,269 11 (41) 0,66 (0,29-1,48) 0,312
GSTPI C341T*
C/C 76 (90,5) Referéncia 57 (90,5) Referéncia 33 (91,6) Referéncia
C/T 09 (9,5) 1,07 (0,39-2,92) 0,899 06 (9,5) 0,48 (0,14-1,65) 0,243 03 (8,4) 1,44 (0,43-4,82) 0,554

*Odeds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista. * A amplificagiio niio foi possivel para todos os pacientes.
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Tabela 5. Parametros clinico-histopatoldgicos em relagdo aos polimorfismos GSTT1, GSTMI, GSTPI A313G e GSTPI C341T em

pacientes com cancer de cabeca e pescogo.

Extensido Tumoral

Acometimento de linfonodos regionais

Progressiao tumoral (TNM)

T1/T2 T3/T4 oR- ) N=0 N>1 OR" avgi(;do Avancado oR-
n(%) n(%) (IC 95%) n(%) n(%) (IC 95%) p n(%) n(%) (IC 95%) p
GSTA}fésitivo 40 (51,3) 56 (49,5) 1,00 48 (44,8) 48 (54,5) 1,00 31(50) 64 (48,5) 1,00
negativo 3887 57(50.5) (0,51??16,97) 0,86 59(552) 40 (45,5) (0,406—7?,38) 0,35 e ey (0,519’-125,24) 0,673
GSTTI;{)sitivo 55(70,5) 82 (72.6) 1,00 78 (72,8) 61 (69,3) 1,00 44(70,9)  95(71,9) 1,00
negativo 23(29,5) 31(27.4) (0,401’?12,65) 0,58 200272 27(30.7) (0,612’_223, gy 053 18(29.1)  37(28.1) (0,517’_222,63) 0,605
w
GSTPIA?ZBG 42 (59) 55 (54,4) 1,00 55(57,9) 46 (56) 1,00 34(60,7)  67(55,8) 1,00
A/G ¢ GG 20 (41) 46 (45.6) (0,612’_126,16) 0.65 w36 (0,611,_123,11) 0.70 22(39.3) 53 (44.2) (03513,?25’06) 0.896
s
GSTPI(%MT 71(92)  98(89) 1,00 91(80,5) 80 (91) 1,00 56 (91,8) 114 (88,4) 1,00
C/T 06(8)  12(11) (0,3(2_923,54) 0.89 b5 08O (0,2%7500) 053 05(82)  15(11,6) (0,416-237,98) 0.655

*Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista. “A amplificagio foi possivel para 172 pacientes. ““A amplificacdo foi possivel para 187

pacientes.
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Tabela 6. Polimorfismos GSTT1, GSTMI1, GSTPI A313G e GSTPI C341T em relacdo

a recidiva e sobrevida de pacientes com cancer de cabeca e pescogo.

Polimorfismos Recidiva Valor de p Sobrevida Valor de p
(12 meses) Log Rank (12 meses) Log Rank

GSTTI

Positivo 23% 85%

Negativo 30% 0,467 72% 0,135
GSTM1

Positivo 26% 85%

Negativo 22% 0,717 80% 0,314
GSTPI A313G

AA 24% 78%

AG/GG 23% 0,450 88% 0,487
GSTPI C341T

V) 0
cC 25% 0,164 83% 0,566

CT/TT 12% 82%
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Figura 3. Curva de Kaplan-Meier para analise de recidiva dos pacientes submetidos a
tratamento em relagdo aos polimorfismos GSTMI (A), GSTTI (B), GSTPI A313G (C) e

GSTPI C341T (D).
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Figura 4. Curva de Kaplan-Meier para analise de sobrevida dos pacientes submetidos a
tratamento em relacdo ao polimorfismo GSTMI (A), GSTTI (B), GSTPI A313G (C) e

GSTPI C341T (D).
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4. DISCUSSAO

O presente estudo mostra que idade >59 anos, género masculino e os habitos
tabagista e etilista estdo associados ao risco aumentado de desenvolver CECP. Nossos
achados confirmam dados da literatura referente a epidemiologia do CECP, os quais
relatam a predominancia dos casos entre a quarta e sexta década de vida com proporg¢ao
de cinco homens para uma mulher, e que habito tabagista e consumo de alcool sdo
fatores fortemente relacionados ao risco para este tipo de cancer.(:1:2238-62)

Em relagdo a frequéncia do género masculino, este aumento também foi
observado em estudo brasileiro de Freire e colaboradores publicado recentemente em
2017. O estudo foi realizado com dados obtidos por meio do acesso ao site do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS), fornecidos a
cada Biénio pelo INCA — Ministério da Saude e considerou que essa divergéncia pode
ser atribuida & menor exposi¢do aos compostos carcinogénicos provenientes dos habitos
tabagista e etilista entre as mulheres.©"

Embora a propor¢cdo dos casos de cancer entre homens e mulheres tém sido
modificada ao longo dos anos, pode-se observar aumento dos casos entre as mulheres
devido ao aumento do consumo de cigarro e dlccol,® as mulheres apresentaram maior
frequéncia dos hébitos preventivos como alto consumo de frutas e vegetais na dieta
comparado aos homens no cancer oral.®¥

Os dados da literatura destacam que o habito tabagista ¢ um dos fatores de risco
mais importantes para o desenvolvimento do CECP 1463 confirmando nossos achados,
nos quais 90% dos pacientes com CEPC possuiam hébito tabagista. O estudo realizado

na India por Singh e colaboradores no ano de 2014 mostrou anomalias causadas pelo
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cigarro fumado ou mascado na morfologia da mucosa oral podem levar ao carcinoma
escamoso oral.®

As substancias presentes no cigarro tém seu efeito carcinogénico potencializado
com a presen¢a das substdcias presentes nas bebidas alcodlicas, devido ao efeito
permeabilizante do alcool atuando como um solvente da membrana celular que aumenta
a capacidade de penetracdo das substancias do cigarro nas células que por sua vez
podem se ligar aos constituintes celulares formando adutos estaveis.®”) Deste modo, as
substancias carcinogénicas do cigarro desempenham efeito sinérgico em combinacdo
com as substancias do alcool potencializando assim o risco de carcinogénese de cabeca
& pescogo. S 131468)

Os estudos de Dias ef al. realizado em 2017 e Andrade et al. conduzido em 2015,
ambos realizados no nordeste do Brasil evidenciaram aumento do risco do cancer oral
em pacientes com sinergismo de habitos tabagistas e etilistas comparado ao consumo de
cigarro e alcool ndo sinérgico.*®*) Ademais, o estudo de Dias e colaboradores mostrou
que cerca de 96% dos pacientes com cancer oral analisados tiveram experiéncia com
consumo de cigarro e bebida alcodlica, porém 43% desses casos relataram consumo
néo-sinérgico desses compostos.©®

Em relag@o aos polimorfismos nos genes da familia GS7, neste estudo o genotipo
nulo GSTT1 foi menos frequente entre os pacientes e individuos saudaveis investigados,
e pode influenciar no risco reduzido para desenvolver CECP. Do mesmo modo, os
estudos que incluiram pacientes com CECP como o estudo de Brunialti e colaboradores,

o qual encontrou menor frequéncia do genétipo nulo GSTT! (16,8%)© e o estudo de

Silva e colaboradores consequentemente maior frequéncia do gendtipo positivo GST7T1
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entre individuos saudéaveis (24,1%) comparado aos pacientes com cancer do trato
aereodigestivo superior (13,8%).7%

Além disso, quanto ao genotipo nulo GSTMI, este parece estar associado com
cancer oral,’) e estd de acordo com nossas evidéncias sobre a associagdo do gendtipo
nulo GSTMI1 com CECP. Para o gene GSTPI nossos achados associaram pelo menos
um alelo polimdrfico do polimorfismo GSTPI A313G (AG/GG) com CECP, ja o estudo
de Brunialti e colaboradores associaram apenas o gendtipo heterozigoto AG desse
polimorfismo com este tipo de cancer.

Considerando os polimorfismos do gene GSTPI, ndo foi possivel associar o
polimorfismo GSTPI C341T com CECP, no entanto, essa associa¢do foi confirmada
para o polimorfismo GSTPI A313G. Assim como, o estudo de Russo e colaboradores
também realizado em brasileiros com CECP, mostrou que pelo menos um alelo
polimérfico do polimorfismo GSTPI A313G, gendtipos AG/GG foram associados ao
risco reduzido para desenvolver CECP,!” concordando com nossas associacdes para
este polimorfismo. Em relacdo aos haplétipos do gene GSTPI A313/C341 (alelos
selvagens) e A313/T341 (alelo selvagem/alelo polimdrfico), estes demonstraram
associa¢do com o CECP no nosso grupo amostral. Esses dados foram confirmados para
o polimorfismo A313G por meio da associagdo do haplétipo G313/C341 (alelo
polimorfico/alelo selvagem) com os individuos saudaveis deste estudo.

Ademais, o estudo de Ruwali e colaboradores mostrou que o genotipo homozigoto
polimoérfico 313-GG do gene GSTPI mostrou 75% de melhora na resposta ao
tratamento comparado com 25% pacientes de genotipo homozigoto selvagem 313-

AA.®Y Esses dados demonstram que os polimorfismos no gene GSTPI ndo so6



Discussdo 31

modificaram o risco para CECP, mas também desempenharam um papel importante na
determinagdo da resposta quimioterapéutica.*?

O estudo de Brunialti e colaboradores relaciona os polimorfismos citados de
genes GSTs com a detoxificacdo da cisplatina, quimioterdpico usado para tratamento de
carcinomas localmente avangados de CECP,® o qual est4 entre os mais utilizados no
tratamento dos pacientes do presente estudo. No entanto, esse estudo ndo conseguiu
estabelecer essas associagdes estatisticamente e relata que estudos com numero amostral
maior poderdo mostrar melhor a relagdo entre resposta a esse quimioterapico e os
polimorfismos GS75.©> Por outro lado, o estudo de Dhawan e colaboradores (2013)
associaram os genotipos nulos de GSTMI com toxicidade observada devido ao
quimioterapico cisplatina.!”)

No grupo amostral investigado pelo presente estudo realizado na regido sudeste
do Brasil no estado de Sdo Paulo, o tratamento mais comum para CECP foi a associacio
de radioterapia e quimioterapia. Em comparagdo aos resultados obtidos no grupo
amostral (77 pacientes) analisado pelo estudo de Dias e colaboradores realizado no ano
de 2017, o qual também foi conduzido em populagdo brasileira, porém na regido do
nordeste do pais, os resultados mostraram que procedimentos cirurgicos em abordagens
isoladas ou em associa¢do com radioterapia e quimioterapia foram os tratamentos mais
frequentes para cancer oral.*®

Nossos achados ndo mostraram uma relacdo entre a sobrevida global e os
gendtipos estudados, assim como o estudo de Brunialti e colaboradores.®> O estudo
brasileiro de Soares e colaboradores realizado em 2017, corrobora com os achados
relacionados a sobrevida e o gene GSTPI, porém este estudo investigou a expressao

desse gene.’ Ademais, h4 relatos de tendéncia a significancia (p=0.053) entre o
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polimorfismo de delecdo de GST7TI e a sobrevida livre de progressdo no
adenocarcinoma gastroesofagico.’®

A associacdo de radioterapia e/ou quimioterapia no tratamento de CECP ¢
evidenciada pela literatura.®>’#7> Esses tratamentos s3o indicados quando ha
impossibilidade de realizar a cirurgia no local do cancer, como no caso do tumores
avangados que acometem regides importantes entre os sitios desse tipo de cancer. Além
disso, pode-se observar na rotina ambulatorial e nos resultados de outros estudos que os
tumores avangados sdo mais frequentes,!**? assim como os achados do presente
estudo. Estudo relatam que o diagnodstico tardio de CECP pode acontecer devido a
auséncia de sintomas na maioria das lesdes iniciais, além de falta de conhecimento de
diagnostico diferencial por parte de alguns profissionais de saude, contribuindo para o
diagndstico tardio com tumores em estagios avangados (T3 e T4), ja com indicacdes de
radioterapia e/ou quimioterapia.’4+7®

A expressdo de GST, em células cancerosas representa um fator importante em
fendtipo mais agressivo e resistente. Deste modo, altos niveis de expressao de GST
foram utilizados para direcionar seletivamente o tratamento do tumor com drogas
ativadas por meio de enzimas GST. Essas estratégias com GST-ativado (TLK286) e pro-
farmacos baseados em arsénio confirmam o potencial dos conjugados de Glutationa
reduzida (GSH) como medicamentos anticancerigenos.””

No presente estudo nao foi possivel estabelecer associagdo entre os polimorfismos
e sitio anatdmico primario, caracteristicas clinico-patologicas do tumor, tempo livre de
recidiva e sobrevida dos pacientes com CECP. Em relag@o ao sitio anatdmico primario

estudo anterior com pacientes CECP brasileiros encontrou associagdo do GSTTI nulo

com risco aumentado para laringe e diminuido para faringe, assim, mostrou que este
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polimorfismo pode modular o risco para desenvolver CECP nestes sitios anatomicos.
Este estudo brasileiro também ndo encontrou associa¢do dos polimorfismos GSTs
investigados com as outras caracteristicas clinico-patolégicas do tumor.!”

As enzimas GSTs desempenham papel crucial no desenvolvimento da resisténcia
a agentes anticancerigenos ¢ podem modular as vias de sinalizagdo que controlam a
proliferagdo, diferenciacdo e apoptose celular. Essas fungdes especificas das GSTs
podem levar ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e a identificacdo de
alguns candidatos interessantes para o desenvolvimento pré-clinico e clinico do
cancer.”®

O resumo da comparag¢do entre os achados do presente estudo e os dados da

literatura pode ser observado no Quadro 1.



Quadro 1. Comparagao entre os dados do presente estudo e os dados dos estudos apresentados na discussao.
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Tratamento — N (%)

Referéncia Tamanho amostral Género — N (%) Idade Habito Tabagista — N (%) Habito Etilista — N (%) Poli
Autor, ano Pais Feminino Masculino Média + DP Nio Sim Nio Sim olimor=
(N°) RT QT RT e QT fismos
Caso I Controle Caso Controle Caso I Controle Caso Controle Caso Controle Caso | Controle Caso Controle Caso | Controle
Warnakula-
suriya et al., Inglaterra Revisdo de literatura
2005 (68)
GSTTI,
Brunialti, Brasil 95 8 87 50% 6 89 15 80 89 GSTMI e
2009 (66) - (8,4) - (91,6) - - (6,3) - (93,7) - (15,8) - (84,2) - (93,7) - GSTPI
A313G
GSTTI,
Goekkurt et 42 92 « 134 GSTMI e
al, 2009 (77) | Alemanha 134 - 31 - (69) - 64 - - - - - - - - - (100) - GSTPI
A313G
Petersen, , s .
2009 (69) Suica Revisdo de literatura
Ruwali et al., india 350 350 B B 350 350 53 52 50 169 300 181 B R R R } 250 GSTP1
2009 (22) (100) (100) +8 £10 (14,3) (48,3) (85,7) (51,7) (100) A313G
Santos et al., Brasil 74 B 22 B 52 B 57,22 B 17 R 57 B 43 R 31 R } R R
2010 (75) (29,7) (70,3) +14,01 (23) (77) (58) (42)
Casati et al., Brasil 1547 ) 46442 ) 103‘32 ) as ) 23367 ) 131.379 ) 46.424 ) 108.322 ) ) ) )
2012 (61) 46 30 70 (15,1) (84,9) (30) (70)
Ruback et al., . 202 793 « 247 747 415 579 129 18 59
2012 (13) Brasil 995 - (20,3) - (79,7) - 60,48 - (24,8) ) (75,2) - (41,7) - (58.3) - (142) | (1,9 (6,5) -
Santos et al., . 19 31 « 5 45 31 29
2012 (74) Brasil 30 - (38) - (62) - 03 - (10) ) (90) - (42) - (58) - (2.5) - (0) -
GSTTI,
Dhawan et india 23 4 19 0 23 23 GSTMI e
al., 2013 (19) B (17,4) B (82,6) B B B (0) B (100) B B B B B (100) B GSTP1
A313G
Galbiatti et . . .
al., 2013 (12) Brasil Revisdo de literatura
GSTTI,
Russo et al., Brasil 261 514 32 145 229 369 48% 40 309 221 205 70 260 191 254 . R GG‘?;,A;?
2013 (17) as (12,3) (28,2) (87,7) (71,8) (15,3) (60,1) (84,7) (39,9) (26,8) (50,6) (73,2) (49.4) A313G ¢
C341T
Machiels et Bélgica Revisdo de literatura

al., 2014 (73)
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Género — N (%)

Referéncia Tamanho amostral Idade Habito Tabagista — N (%) Habito Etilista — N (%) Tratamento — N (%) Poli
, ¥ T olimor-
Autor, ano Pais ™ Feminino Masculino Média + DP Nio Sim Nao Sim fismos
(N°) RT QT RT e QT
Caso I Controle Caso Controle Caso I Controle Caso | Controle Caso Controle Caso | Controle Caso Controle Caso I Controle
Ramsay et o . .
al., 2014 (78) Australia Revisdo de literatura
GSTTI,
Silva et al., Brasil 116 204 16 31 100 193 60.9 58.2 6 114 110 105 27 110 89 86 . } . GSTMI ¢
2014 (71) s (13.8) (13,8) (86.2) (86,2) +12,5 +11,9 (5,2) (52,1) (94,8) (47,9) (23,3) (56,1) (76,7) (43,9) GSTPI
A313G
Singh et al., £ 23 52 « 25 50
2014 (67) India » - (30,7) - (69.3) - + - (333) - (66,7) - - - - - - - - -
a?,n 0 i;t;) Brasil 127 254 (237?6) (277(,)6) (792?4) (71§j1) 60,66 £13,51 (11)?2) (5131)) (;91;) (51(%) (22173) (4:;,35) (712?2) (51 ;1,15) - : - -
Liu et al., . PP " (1
2015 (72) China Revisdo sistematica e Meta-analise GSTM1
Mogilner &
Elishoov, Israel Revisdo de literatura
2015 (14)
Singh et al., £ . . Familia
2015 (79) India Revisdo de literatura GST
Turati et al., - - .
2015 (65) Italia Revisdo de literatura
Osazuwa et Estados 22.16 B 6.582 B 15.580 B R B B R B B B R R R 10843 ) B B
al., 2016 (64) Unidos 2 (29,7) (70,3) @
Dias et al., Brasil 7 i 21 i 56 i i i 5 i 72 i 5 i 72 i 8 1 8 i
2017 (59) (27) (73) (6) (94) 6) (94) (11) (1) (11)
Freire et al., . . .
2017 (62) Brasil Revisdo de literatura
INC/(\S’)N” Brasil Estimativa Brasileira de Cancer
Rocha et al., Brasil 8 B 10 B 18 B 59,78 B B R B B B R R R 28 } B B
2017 (63) (35,7) (64,3) +12,49 (100)
Soares et al., . -
2017 (76) Brasil 94 Estudo de expressdo génica GSTP1
Paises
}V;l‘)]ll(gn 66:) Baixos Revisdo de literatura
A (60) /Europa
GSTTI,
GSTMI,
Presente Brasil 197 514 20 145 177 369 50+ 44 20 309 177 205 28 260 169 254 51 10 135 GSTPI
estudo (10) (28) (90) (72) (10) (60) (90) (40) (14) (51) (86) (49) (26) %) (69)
A313Ge
C341T

RT: Radioterapia; QT: Quimioterapia; DP

: Desvio Padrio; *Auséncia do valor de desvio padrio da idade.
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5. CONCLUSOES

1. A presenga do genotipo nulo GSTM1 esta associada com aumento do risco para
o cancer de cabeca e pescog¢o, enquanto o gendtipo nulo GSTTI e o
polimorfismo GSTPI A313G contribuem para a redugdo do risco deste tipo
tumoral.

2. Os polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTPI ndo estdo associados com
o sitio anatdmico de ocorréncia do tumor, extensdo tumoral, acometimento de
linfonodos regionais e progressdo tumoral.

3. Os polimorfismos ndo estdo associados com o tempo livre de recidiva ou tempo

de sobrevida dos pacientes tratados com quimioterapia e/ou radioterapia.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Conselho Nacional de Saude, resolugdo 466/12)
Titulo da Pesquisa: Analise molecular de quatro polimorfismos dos genes da familia GST em
pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢o tratados com quimioterapia
e/ou radioterapia
Pesquisadora Responsavel: Profa. Dra. Eny Maria Goloni-Bertollo - UPGEM: Unidade de Pesquisa em
Genética e Biologia Molecular da FAMERP;
A) Este estudo tem como objetivos: 1) Coletar informagdes da histéria e obter dados clinicos dos
prontuarios médicos dos pacientes com cancer de cabega e pescoco atendidos no Servico de
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescoco do Hospital de Base / Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto - FAMERP. 2) Analisar alteracdes em genes (material hereditario) com a finalidade de
esclarecer o papel de fatores genéticos no desenvolvimento do tumor;

B) Para este estudo serdo utilizados dois grupos de pessoas: 1) pacientes com cancer de cabega e
pescoco; 2) individuos do grupo controle, nao portadores do tumor;
0) O estudo sera feito utilizando-se sangue, que sera colhido com seringa descartavel por

enfermeira e o risco da colheita pode incluir inchago e vermelhiddo no local , sem qualquer outro risco
para minha saude;

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

E) O material genético (DNA), ou seja hereditario, extraido do sangue serd armazenado no
laboratdrio, compondo um banco de amostras biologicas, podendo ser utilizado em futuros estudos;

F) Todas as informagdes por mim fornecidas por meio do questiondrio e os resultados serdo
mantidos em sigilo e que, estes ultimos s6 serdo utilizados para divulga¢do em reunides ¢ revistas
cientificas;

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

H) Esse estudo ¢ importante porque pode colaborar para conhecimento cientifico dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do tumor.

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.

Nome do(a) participante:

Representante legal:

RG do prontuario médico:

Declaracdo 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 disposi¢@o para esclarecimento de qualquer duvida sobre o estudo pelos enderecos abaixo
indicados.

Nome do(a) pesquisador:

Inscrigdo no Conselho Regional: ........cccceviviiiiniincienncnincneece,

Profa. Dra. Eny Maria Goloni-Bertollo — Departamento de Biologia Molecular

Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416

FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto

Séo José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000 Fone: (17) 3201-5720 e-mail: eny.goloni@famerp.br

Em caso de dividas 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 para o grupo controle

Biomarcadores para o cincer de cabeca e pescoco

Historia Pessoal ou Familial de Neoplasias/Doencas.............Heredograma no verso.

Dados Gerais e demograficos:

Dados do Tumor:
L0CAL dO TUMIOT ...

Tumor primario ( ) Sim ( ) Nao

Recidiva () Sim ( )Nao

Fatores de Risco

Exposicio ao tabaco (acima de 100 Cigarros/vida — 1 maco=20cigarros)

INICIO..cvveeieeieeieeee, duragao.......ccceeevveenieenieeiiennnn. 191010 J OSSR
CONSUMO AIATTO..eeeveeeeiieeiieeiie et eete et et e et eeteeeteeebaeetaeessaeessseesaseeensseensseesnseennseas

Consumo de bebidas alcodlicas (acima de 4 doses por semana — 1 garrafa de cerveja ou

2 latas)
Inicio....oovveeeieeiee, duracfo........ccceeevvieeiiieiiiens 1100 SRS
Consumo SEMANAL / TIPO.....eeuvieieeiieiieit ettt ettt ettt ettt eesaeenne e eneas

Responsavel pela entrevista: .........eievvicnseicnsecssnisseicsensssescsssncsssssssssessasecs
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Questionario para o grupo caso
Biomarcadores para o cincer de cabeca e pescoco
Dados Gerais e demograficos:

Dados do Tumor: Ultima consulta:.......eeveverevennn
Local do tUMOT.....ooeveeeeeeee e 12 Consulta:....uueeeeeeeeeiiieiiieeien,
TNMCHNICO....ooviviiiiiiiiiene Patologico......oovviiiiiiiii

Tumor primario ( ) Sim ( ) Nao

Localiui i

Inicio do diagnostico cancer: més ( ) ano ( )
PO e

[ g0 4 F Data...........coveeeennen.

Fez radioterapia ( )Sim ( ) Nao
Data/Periodo.........ocoeiiiiiiiiiiii

Fez  quimioterapia ( )Sim ( ) Nao
Data/Perfiodo..........cooeiiiiiiiiiiiiii

Fatores de Risco

Exposicdo ao tabaco (acima de 100 Cigarros/vida)

Inicio......cceeuneee. duragdo................. tipo........ceeeeee...cONSUMO dIATIO. ..,

Consumo de bebidas alcoodlicas (acima de 4 doses por semana — 1garrafa de cerveja ou

2 latas)
Inicio............... duragdo................ PO consumo semanal / tipo....................
Historia Familial de Neoplasias:......cccoveiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciaeennns

Heredograma no verso.

Responsavel pela entrevista: ........ccveeeveeeciieeiieeiie e
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FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSE DO RIO PRETO-  “EREAVA’"™®
FAMERP - SP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise molecular de quatre polimerismos dos genes da familia GST em pacientes
com carcinoma espinocelular de cabega e pescogo tratados com quimioterapia efou
radioterapia

Area Temitica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nio necessita de analise
&tica por parte da CONEF:):

Versdo: !

CAAE: 31602714.2.0000.5415

Instituigio Proponente: Faculdade de Madicina de 530 Jose do Rio Preto- FAMERFP - SP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: §87.396
Data da Relatoria: 10/08:2014

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo caso-controle que tem come objetivo analisar gendtipos nulos dos genes GETM1 e
GSTT1 & os polimorfismos A313G &

C2417 do gene GETP1 em 100 pacientes com cdnesr de cabeca & pescogo ratados com de quimiotsrapia
elou radicterapia & comparar a frequéncia desses polimorfismos encontrada em 200 individuos sem histona
de neoplasia, e verificar a associagdo destes polimorfismos com os fatores de risco e caracteristicas
histopatologicas dos pacientes. O cdncer de cabeca & pescoco & importants causa de mortalidade no Brasil.
Fatores genéticos como polimorfismos en genes que codificam as enzimas da fase | & da fase || podem
alterar sua expressdo ou fungdo. influenciar no metabolismo de drogas e modificar 3 ativagio ou
detoxficacdo de compostos carcinogénicos. Assim, estudos sobre a associacdc dos polimorfismos e sua
influencia na resposta 3oz tratamentos de quimioterapia e consequantemente radioterapia s3o importantes
mmeam&Mmiﬁomom.Osmm
contribuir para ¢ esclarecimento do papel de fatores genéticos nas diferencas de resposta aos tratamentos
de quimicterapia e/ou radioterapia e

Engersgo.  BRIGADEIRO FARIA LIMA, 5216

Bairo: VILA SAQ JOAC CEP. 13030-000
UF: SP Municiplo: SAD JOSE DO RIO PRETC
Telefone: (17)3201-5813 Fax: (17)3201-8813 E-mall: c2ptamerpdfamen.or

B
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FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSEDORIOPRETO- ‘GRBrard -
FAMERP - SP

identificar biomarcadores de suscetibilidade.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a freqiéncia dos gendtipos nulos dos genes GSTM1 e GETT1 e polimerfismos de nuclectideos
unicos (SNPs) A212G e C341T do gene

GSTP! em pacientes com cincer de cabeca € pescogo tratados com guimioterapia efou radioterapia,
comparando-a com aguela observada em uma

populagio controle;

Conrtruagio oo Farecer: 397.33¢

Chbjetivo Secundario:

Avaliar a associagdo dos polimorfismos com 0s habitos tabagista e etilista. género e idade no
desenvolvimento do cancer de cabeca & pescoco

tratados com guimioterapia e/ou radioterapia; Verificar 3 associacdo entre os polimorfismos 2 as
caracteristicas clinico-patolégicas (tratamento de

quimioterapia efou radioterapia, sitios primanos de ocorréncia. extensio do tumor, compromatimento de
linfonodos, agressividade do tumor).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Mezodologia Proposta:

1. CASUISTICA: Serdoc estudados 100 pacientes com cincer de cabega & pescogo, e serdo procedentes do
Servigo de Otornnolaningelogia e
M&CWOWMW“MIFW*WM“%MM%M-
FAMERP, independente do sexc, da idade

e da etmia. Tambem serio investigados 300 individuos sem histéria de neoplasia do Hemocentro da
Faculdade de Medicina/ Hospital de Base de

S30 José do Rio Preto- S Os individuos serdo incluidos no estudo apés a obtengdo de um novo Termo de
Conszentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) (Anexo 1) e todas as informagdes serdo obtidas por meio de questiondrio padronizado (Anexo 2) e
incluidos no astudo apds o diagnéstico histopatologico de carcinoma espinocelular. a) Andlise dos dades
demograficos e clinicos: As varidveis

analisadas incluirdo idade, género, habitos tabagista @ tilista. Informagdes sobre o tabagismo e etilismo
serdo limitadas quante a0 uso ou ndo de

Engerago: BRIGADEIRO FARIA LIMA, 5216

Baimo: VILA SAQ JOAD CEP: 15.090-000
UF: 5P Municiplo:  SAOQ JOSE DORIO PRETO
Telefone: (17)3201-3813 Fax: (17)3201-5313 E-mall: capfamerpefamerp.be

Mgreatl e &



Anexo4 57

FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSE DORIO PRETO- “GRErA - ™
FAMERP - SP

tabaco e alcoot. Serdo considerados tabagistas individuos gue consomem ocerca de 100 cigarros durante
toda a vida = stlisias aqueles que bebem

mais que quatre dringues por semana (Kjasrhein et al . 1288 Ahrendt et al.. 2000). b) Tratamenio de
quimioterapia 2/ou radioterapia: Os

quimicterapicos mais utilizades pala equipe medica do Depanamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia e
cabeca e pescogo sio: cisplating,

metotrexato e 5-Auorouracil. Na maona das vezes ha associacio da quimioterapia e radioterapia.c) Sitos
primarios de twumor: Os tumores serdc

classificados quanto 3 localizagde anatdmica em cavidade oral, faringe e lannge, de acordo com Lee, 2003,
d) Classificagdo dos tumores malignos

(TNM): Os tumeras serdo classificados de acordo com os parametros do Instituto Nacional do Cancer (2004)
e da UICC- Uni3o intemacional Contra

o Céncer (2002) em trés criténos: tamanho do tumor (T). presenga de linfonodes regionais comprometidos
(N) e presenca de metastase 3 distdncia

(M) (Sobin & Wittelind, 2000). Os dados clinicos serdo de responsabilidade do Prof. Dr. José Victor Manigiia
e do Dr. Luis Sérgio Rapose. cirugides

& pesquisadores do Departamento de Ctormnelaringciogia & Cirurgia de Cabeca e Pescogo da Faculdade de
Medicina de 530 José do Rio Prato.2.

METODOS:a) Extrag3o de DNA 3 partir de sangue total: O DNA gendmico serd extraido a partir de sangue
periférica de acordo com a técnica de
Mileretd..1”8mMﬁa9&s.b)N&MPWGSW'QGSTT1:s«iQM
pela técnica de reaglo em cadeia da

polimerase (PCR) multiplex, usando-se o gene CYP 1A como controle positivo interno da amplificacio com
o5 primers especificos (GSTM 1-sense:

E-GAACTCCCTGAAAAG CTAAAGC-2 2 anti-sense: 5-CTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3; CYPIAL-
sense;: §-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-

2" & anti-sense: 5 -CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-2' & GSTTi-sense: §5'-
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3" & anti-sense: §5°-
TCACCGGATCATGGCCAGCA-3 (Abdel-Rahman =t al., 1996). Os produtos de PCR serdo submetidos 3
eletroforese em agarose 1,5%, corado

com brometo de etideo. Polimorfismo A313G do gene GSTP1: serd realizada por PCR utilizando-se o3
primers descritos por Harmes e colaboradores

em 1987 (Sense: 5-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-S: Anti-senze: 5 -TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-

Contriaglo do Parecer: 527526

Endersgo.  ERIGADEIRD FARIA LIMA, 5476

Balmo: VILA SAC JOAQ CEP: 15.030-000
UF: 5P Municiplo:  SAD JOSE DORIC PRETO
Telefone: (17)3201-5613 Fax (17)3201-5813 E-mall  cepfamerpepfamen.br
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2'). Os produtos de PCR serdo submetidos 3

digestdo pela enzima Bsmal (Hamies et al., 1997). Os produtos de digesiio enzimatica serde submetidos 3
eletroforese am agarose 2,0%, corado

com brometo de etideo. Polimorfismo C341T do gene GSTP ! sera realizada por PCR utilizando-se os
primers descritos por Watson e colaboradores

em 1008 (Sense: 5-GEGAGCAAGCACAGGAGAAT-Z, Anti-sense: £ -CAGGTTGTAGTCAGCGAAGGAG-
2'). Os produtos de PCR serdo

submetidos 3 digest3o pela enzima Acil. Os produtos de digestio anzimatica ser3o submetidos 3
eletroforese em agarose 2.5%, corado com

brometo de etideo (Watson et al., 1988).

Cortiruacio o Parecer: 557.8%€

Critério de inclusdo:

Serdo estudados 100 pacientes com diagndstico histopatoidgico de cincer de cabega e pescogo,
procedentes do Servigo de Otomnolaringologia & Cinurgia de Cabeca e Pescogo do Hospital de Base /
Faculdade de Medicina de S30 Jose do Ric Preto - FAMERP, independente do génem, da idade e da etnia.
Também serdo incluidos no estudo 300 individuos sem histdria de neoplasia do Hemoceniro da Faculdade
3 obtengio de um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e todas as
informacdes serdo obtidas por meio de questionario padronizade (Anexo 2) e mantidas em sigilo.

Critério de Exclusio:

Serdo excluidos do estudo: todos os individuos que ndo aceitarem ou n3o assinarem o TCLE. os individuos
do grupo controle com hiswérico de neoplasia @ outras doencas cronicas & os pacientes sem diagnostico de
carcinoma espinocelular de cabega @ pescogo ou ponadores de outras neoplasias ou doengas cronicas

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Riscos:

Os riscos s30 minimos. apenas relacionados 3 coleta de sangue que pode causar um hematoma 2 ficar
dolorido.

Beneficios:

A identificacio de associacdo desses polimorfismes com o desenvolvimenio de carcinoma espinocelular de
cabecs e pescogo poderd audliar no

Engersgo. ERIGADEIRO FARIA LIMA, 5216

Bairo: VILA SAQ JOAC CEP. 13030000
UF:. cP Municipio: SAQ JOSE DO RIC PRETO
Telefone. (17)3201-5813 Fax: (17)3201-5813 E-mall: captamerpditamenp.be
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entendimento dos mecanismos anvolvidos no processo neoplasico e resposta 3o0s tratamentos de
quimioterapia e/ou radioterapia, além de contribuir

para um diagnodstico precoce @ melhona do tratamento.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Estdo presentes e de acordo com a legisiagdo vigente brasilera

Recomendagées:

Enviar a0 CEF. se aplicavel. novas versdes dos termos de apresentacio obrigatona.
Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Enviar 30 CEF. se aplicavel. novas versdes dos termos de apresentacio obrigatoria.
Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N3o

Considerages Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado.

Cortiruacio do Parecer: 537.8%€

SAQ JOSE DO RIO PRETQ, 25 de Junho de 2014

Assinado por:
Fermando Batigalia
(Coordenador)
Enderago. ERIGADEIRO FARIA LIMA, 5216
Bairo: VILA SAQ JOAC CEP. 13.030-000
UF. &P Municiple. SADQ JOSE DO RIC PRETC
Telefone: (17)3201-5313 Fax: (17)3201-5313 E-mall SRCEAMErTUTaTErD b
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ABSTRACT

Objective: To investigate the association between the GSTMI and GSTTI null
genotypes and the A313G and C341T polymorphisms of GSTPI gene in patients and
head and neck cancer-case group compared to healthy individuals-control group; to
verify the association of these polymorphisms with risk factors and clinical-pathological
features, relapse-free and survival time of this patients treated with chemotherapy
and/or radiotherapy. Materials and Methods: In this retrospective case-control study
711 subjects were included (197=cases and 514=controls). The variables analyzed were:
gender, age, smoking habit and alcohol consumption, clinical-pathological features of
the tumor, treatment with chemotherapy and/or radiotherapy. Genotyping of GSTMI
and GSTTI was performed by PCR and PCR-RFLP for GSTPI! A313G and C341T.
Hardy-Weinberg Equilibrium-HWE, Chi-square, haplotype analysis (for GSTPI A313G
and C341T) and Multiple Logistic Regression were evaluated in statistical analyses.
Results: Significance in the risk for head and neck cancer were found in genotypic
frequencies of GSTPI A313G and C341T (in HWE for both groups p>0.05); the
haplotypes A313/C341-p=0.013 and A313/T341-p=0.019 in case group, and
G313/C341-p=0.015 in control group; advanced age-p<0.001, males-p=0.040, smoking
habit-p<0.001, alcohol consumptio-p<0.001, GSTT1-p<0.001, GSTM1-p<0.001, GSTPI
A313G-p=0.037. The GSTP1 C341T polymorphism, tumor-pathological characteristics,
treatments, relapse-free and survival time were not significant. Conclusion: The
presence of GSTMI null is associated with increased risk for head and neck cancer,
while GSTT! null and GSTP1 A313G polymorphism contribute to the reduction. Future
studies with larger casuistry may contribute to clarification of the role of
polymorphisms in GST family genes in individual patient differences for response to

chemotherapy and/or radiotherapy and to identify biomarkers of susceptibility.

Key words: Genetic polymorphism, Xenobiotics, Glutathione transferase; Head and

neck cancer, Chemotherapy, Radiotherapy.



Anexo 5 62

Introducio

No Brasil, o cancer ¢ importante problema de saide e estima-se para os anos de
2016 e 2017, a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos de cancer [1].
Dentre os tipos de cancer, o carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP)
engloba todas as neoplasias malignas localizadas na mucosa do trato aerodigestivo
superior, incluindo a cavidade oral, partes nasal, oral e laringea da faringe e laringe
[2,3].

A etiologia do cancer ¢ multifatorial e dentre os principais fatores de risco
ambientais para o CECP destacam-se tabagismo, etilismo [4,5], infec¢des por HPV,
principalmente pelos tipos 16 e 18 [1,6,7], e exposicdo a radiagdo UV A solar (cancer de
labio) [1]. Destacam-se os habitos tabagista e o etilista [1,8,9], pois o risco de
desenvolver cancer de cavidade oral atribuido a esses hdbitos € maior devido ao
sinergismo que ocorre entre esses habitos, o qual pode aumentar o risco para cancer oral
[1].

Em relacdo aos fatores genéticos, estudos mostram que polimorfismos nos genes
que codificam as enzimas do metabolismo de drogas usadas na quimioterapia, podem
causar variabilidade na resposta as drogas e modular o resultado do tratamento nos
casos de CECP [10-14]. Deste modo, o tratamento individualizado pode melhorar a
resposta do pacientes ao tratamento [12,14]. Tradicionalmente o tratamento do cancer
corresponde a cirurgia, radioterapia e quimioterapia [15,16].

O metabolismo de drogas ou metabolismo de xenobioticos, envolve dois tipos de
enzimas principais: as enzimas conjugadas/Fase II [17] que envolvem a conjugag@o com
o substrato endogeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato) por meio das glutationa-S-
transferases (GSTs), as quais agem como enzimas inativadoras dos produtos da Fase
I/metabolismo oxidativo mediado por citocromo P450 e mEH (Microsomal epoxide
hydrolase), tornando os metabolitos hidrofilicos e passiveis de excre¢do [18-20] para o
controle homeostatico e detoxificagdo de xenobidticos lipofilicos que ocorre na Fase 111
[21].

Variagdes genéticas das glutationas S-transferases tem sido associadas a
mudancas na atividade enzimatica [22-24]. Os genes GSTMI e GSTTI podem ser

polimérficos na populagdo humana e 20 a 50% dos individuos ndo expressam a enzima
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devido a uma dele¢do génica em homozigose (GSTMI nulo e GSTTI nulo) [25-27].
Ademais, o gene GSTPI apresenta dois polimorfismos de substituicdo A313G e C341T,
que resultam respectivamente nas substitui¢des de aminoacidos Ile105Val e Alal14Val,
as quais causam alteragdes nas atividades cataliticas da enzima e podem estar
associadas ao aumento de aduto de DNA, aumentando o risco de cancer [28]. Além
disso, foi encontrada baixa resposta ao tratamento de quimioterapia com cisplatina, nos
casos com gendtipo selvagem GSTPI AA313 mostrando o possivel papel desses
polimorfismos na resposta de um individuo a quimioterapia [ 14].

Os polimorfismos em genes que codificam as enzimas da fase II podem alterar
sua funcdo, influenciar no metabolismo de drogas e modificar a detoxificacdo de
compostos carcinogénicos [18-20,29-31]. Assim, investigagdes dos polimorfismos em
individuos sdo importantes para identificar biomarcadores de suscetibilidade ao CECP.
Considerando as evidéncias apresentadas, este estudo teve como objetivos investigar a
associacdo dos gendtipos nulos GSTMI e GSTTI e polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) A313G e C341T do gene GSTPI com o cancer de cabeca e pescoco e
verificar a associa¢do entre os polimorfismos e o sitio anatdmico de ocorréncia do
tumor, caracteristicas clinico-patologicas, tempo livre de recidiva e sobrevida dos

pacientes com cancer de cabega e pescogo tratados com quimioterapia e/ou radioterapia.

Pacientes e Métodos

Caracteriza¢do da amostra

No presente estudo retrospectivo caso-controle foram incluidos 711 individuos,
197 pacientes diagnosticados com CECP em acompanhamento no Ambulatério de
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescoco do complexo médico hospitalar
FAMERP/FUNFARME, na cidade de Sao José do Rio Preto — SP foram incluidos no
grupo caso ¢ 514 individuos saudéaveis sem historico de neoplasia constituindo o grupo
controle provenientes do Hemocentro do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto. Os
dados de pacientes e controles foram coletados por meio de questionarios padronizados.

Todas as amostras foram obtidas apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), parecer
N° 697.896.

Os critérios de inclusdo do grupo caso foram confirmacio patologica por bidpsia
de tumores primdrios como carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo (CECP)
tratados com quimioterapia e/ou radioterapia realizado no Hospital de referéncia da
regido de Sudoeste do estado de Sdo Paulo pelo servico de Otorrinolaringologia e
Cirurgia de Cabeg¢a ¢ Pescoco FAMERP/FUNFARME. Os critérios de exclusdo do
grupo caso foram os pacientes com carcinoma de cabeca e pescoco de tipo histoldgico
diferente do espinocelular e pacientes que ndo foram submetidos aos tratamentos de
quimioterapia e/ou radioterapia.

Para o grupo controle os critérios de inclusdo foram individuos saudaveis com
idade >40 anos independente do género e etinia sem cancer ou historia de neoplasia na
familia. Os critérias de exclusdo do grupo controle foram individuos com queixas
relacionadas a saude, alteracdes em exames de hemograma, de doengas infecto-
contagiosas, portadores de doengas cronicas e com historia de cancer na familia.

No estudo, foram considerados ndo fumantes os individuos que fumaram <100
cigarros na vida e etilista os individuos que consumiram mais de quatro doses por
semana (uma dose corresponde: licor - 30mL; copo de vinho - 102mL, contendo 12%
de alcool; ou lata de cerveja - 340mL) [32-33].

As varidveis analisadas foram género, idade, habitos tabagista e etilista, e sitio
primario e caracteristicas histopatologicas do tumor. O tratamento dos pacientes incluiu
radioterapia e/ou quimioterapia e o0s principais quimioterdpicos utilizados foram

cisplatina, metotrexato e 5-fluorouracil.

Caracteriza¢do dos aspectos clinicos

De acordo com a classificagdo de Lee 2012, as neoplasias foram divididas para
sitio primario em cavidade oral, faringe e laringe. Os critérios do Comite Americano de
Cancer (American Joint Commitee for Cancer — AJCC, 2009) e da Unido Internacional
Contra o Cancer (Union International Control Cancer — UICC, 2002) para a
classificacdo do tumor envolvem tamanho (T), presengca de linfonodos adjacentes

comprometidos (N) e presenca de metastase (M) [34-37]. A classificacdo T foi dividida
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em tumores com pequena extensdo (T1, T2) e com grande extensdo (T3, T4). A
classificacdo N foi dicotomizada em comprometimento de linfonodos negativo (NO) e
positivo (N1, N2, N3). Os estadios foram divididos em ndo avangados (estadios I e II) e
avancados (III e IV) [35-37].

O diagndstico, sitio anatdmico primario e a classificagdo do TNM e demais
informacdes clinicas foram obtidas por meio de prontuario médico dos pacientes
incluidos no estudo e avaliados pelo médico autor do estudo (médico

otorrinolaringologista e cirurgido de cabeca e pescogo).

Analise Molecular

Polimorfismos GSTTI e GSTMI: A andlise dos polimorfismos GSTTI e GSTMI foi
realizada pela técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction
— PCR) multiplex, usando o gene CYPIAIl como controle positivo interno de
amplificagdo com primers [38]. Os produtos de PCR foram analisados em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etidio.

Polimorfismo A313G do gene GSTPI: A andlise deste polimorfismo GSTPI A313G foi
realizada por PCR convencional utilizando-se os primers descritos por Harries et al.
(1997) [39]. Os produtos de PCR de 176 pares de bases (pb) foram analisados a
eletroforese em agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Seguido de digestdo com
enzima Bsmal concluindo a segunda etapa da técnica Reagdo em Cadeia da Polimerase-
Polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢do (Polymerase Chain Reaction—
Restriction Fragment Length Polymorphism — PCR-RFLP). Para visualizar o resultado e
genotipar foi realizada eletroforese em agarose 2,0%, corado com brometo de etideo. A
presenca de bandas de 91 e 85 pb, corresponde ao gendtipo polimorfico GG, as bandas
de 176, 91 e 85 pb correspondem ao gendtipo heterozigoto AG e a banda de 176 pb
corresponde ao gendtipo selvagem AA.

Polimorfismo C341T do gene GSTPI: A analise deste polimorfismo foi realizada por
PCR convencional utilizando-se os primers descritos por Watson e colaboradores em
1998 [40]. Os produtos de PCR de 420 pares de bases (pb) foram analisados a
eletroforese em agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Apds, foi ralizada a

digestdo com enzima Acil para a segunda etapa da técnica PCR-RFLP. Os produtos de
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digestdo enzimatica foram analisados apos eletroforese em agarose 2,5%, corado com
brometo de etideo. Na genotipagem a presenca de bandas de 365 e 55 pb correspondem
ao genotipo polimoérfico TT, as bandas de 365, 247, 118 e 55 pb correspondem ao
genoétipo heterozigoto CT e as bandas de 247, 118 e 55 pb correspondem ao gendtipo
selvagem CC.

A avaliacdo molecular foi repetida em 10% das amostras para confirmacio da

genotipagem dos gendtipos dos polimorfismos estudados.

Andadlise estatistica

Os dados demograficos foram tabulados por porcentagem. As frequéncias
genotipicas dos polimorfismos GSTP! A313G e C341T foram avaliadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) pelo Teste Qui-quadrado, utilizando o programa
BioEstat, versdo 5.0. A andlise de hapldtipos dos polimorfismos GSTPI A313G e
C341T foi realizada utilizando o programa Haploview versdo 4.2. O Teste de Regressdo
Logistica Multipla utilizando o programa Minitab (versdo 16) foi realizado para
determinar o efeito das variaveis analisadas no cancer de cabega e pescogo. A analise
incluiu: idade (referéncia: <mediana do grupo caso), género (referéncia: feminino),
habito tabagista (referéncia: ndo fumantes) e habito etilista (referéncia: ndo etilistas).

A influéncia dos polimorfismos nas caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor
foram analisadas por meio do Teste de Regressdo Logistica Bindria. Em relagdo ao
tamanho (T), os tumores foram classificados em T1 e T2 (pequena extensdo) e T3 e T4
(grande extensdo). De acordo com o comprometimento de linfonodos regionais (N) foi
classificado em negativo (NO) e positivo (N1, N2 e N3). O tumor foi classificado em
MO (auséncia de metastases a distancia) e M1 (com metastases). O efeito dos
polimorfismos no tempo de recidiva e sobrevida dos pacientes com CECP foi analisado
por meio da Curva de Kaplan Meier e teste Log Rank. Os resultados foram
apresentados em Odds Ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC — 95%). O nivel

de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).

Resultados
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O estudo analisou 197 pacientes e 514 controles. A mediana de idade foi de 59
anos, com variagdo de 34 a 83 anos no grupo caso e 44 anos, com variagdo de 24 a 90
anos no grupo controle. O género masculino foi predominante em ambos os grupos caso
(90%) e controle (71,8%).

A Tabela 1 apresenta os resultados da andlise de Regressdo Logistica Multipla
para as caracteristicas socio-demograficas, fatores de risco e polimorfismos. Idade > 59
anos (OR = 11,66; IC 95% = 6,51 — 20,86; p < 0,001) e género masculino (OR = 2,13;
IC 95% = 1,03 — 4,38; p = 0,04) se mostraram fatores de risco para esse tipo tumoral.
Houve associag@o entre o habito tabagista (OR = 11,00; IC 95% = 5,71 — 21,20; p <
0,001) e consumo de alcool (OR = 4,14; IC 95% = 2,25 — 7,64; p < 0,001) e maior risco
de desenvolver CECP. Portadores do genotipo GSTMI nulo apresentaram maior risco
de desenvolver a doenca (OR = 4,27; IC 95% = 2,60 — 7,00; p < 0,001). Por outro lado,
o polimorfismo GSTT! apresentou associacdo com risco reduzido para o CECP (OR =
0,30; IC 95% = 0,18 — 0,51; p < 0,001). O polimorfismo A313G do gene GSTPI
também foi associado com diminui¢do do risco para CECP (OR = 0,60; IC 95% = 0,37
-0,97; p=0,037).

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos GSTPI A313G e C341T estdo em
Equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos (p > 0,05). Os polimorfismos
GSTP1 A313G e C341T apresentam desequilibrio de ligagdo (logarithm of odds (LOD)
=9,84; Lewontin’s D’ (D’) = 0,657; X* = 0,053). As frequéncias dos haplétipos GSTP1
A313G/C341T diferiram significantemente entre os grupos caso e controle (Tabela 2).
Os alelos selvagens para ambos os polimorfismos foram mais frequentes no grupo caso
em relagdo ao grupo controle (0,72 versus 0,65; P = 0,013). O haplétipo AT também
apresentou maior frequéncia no grupo caso (0,03 vesus 0,009; p = 0,019). No grupo
controle, o haplétipo GC foi mais frequente (0,23 versus 0,30; p =0,015).

Em relacdo ao sitio anatdmico, foram observados 44% de tumores na cavidade
oral, 32% na laringe, 19% na faringe e 5% dos individuos possuiam tumor de origem
desconhecida. Em relagdo ao tamanho do tumor, 57% apresentaram tumores de grande
extensdo (ndo foi possivel a classificagdo na categoria T para seis tumores). Em 55%
dos casos ndo houve comprometimento de linfonodos regionais (NO) (ndo foi possivel a

classificacdo na categoria N para dois tumores). Apenas 3% dos pacientes apresentaram
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metastases a distancia (M1). A classificagdo em estadios foi possivel para 194
pacientes.

Analisando o tratamento dos pacientes foi observado que o mais comum foi a
associacdo de radioterapia e quimioterapia (69%), contra 26% e 5% para radioterapia
exclusiva e quimioterapia exclusiva, respectivamente.

O estudo ndo mostrou associagdo entre os polimorfismos estudados e o sitio
primario do tumor (Tabela 3). Também nio foi encontrada nenhuma associagdo entre os
genoétipos e as caracteristicas histopatologicas do tumor (Tabela 4).

A andlise pela Curva de Kaplan-Meier mostrou que o tempo livre de recidiva em
pacientes portadores do polimorfismo GSTMI, ou GSTT1, ou GSTPI ndo apresentou
diferenca significante do tempo de recidiva em pacientes com CECP ndo portadores dos
polimorfismos (Tabela 5; Figura 1).0 tempo de sobrevida de portadores do alelo
polimorficos GSTMI, GSTTI, GSTPI A313G e GSTPI C341T nado foi
significativamente diferente do tempo de sobrevida de ndo portadores (Tabela 5; Figura

2).

Discussio

O presente estudo mostra que idade >59 anos, género masculino e os habitos
tabagista e etilista estdo associados ao risco aumentado de desenvolver CEPC. Nossos
achados confirmam dados da literatura referente a epidemiologia do CECP, os quais
relatam a predominancia dos casos entre a quarta e sexta década de vida com propor¢ao
de cinco homens para uma mulher e que, habito tabagista e consumo de alcool sdo
fatores fortemente relacionados ao risco para este tipo de cancer [1,8,9,41-43].

Embora a propor¢do dos casos de cancer entre homens e mulheres t€ém sido
modificada ao longo dos anos, no qual pode-se observar aumento dos casos entre as
mulheres devido ao aumento do consumo de cigarro e alccol [44], as mulheres
apresentaram maior frequéncia dos hébitos preventivos como alto consumo de frutas e
vegetais na dieta comparado aos homens no cancer oral [45].

Os estudos de Dias et al. realizado em 2017 e Andrade et al. conduzido em 2015,
ambos estudo foram realizados no nordeste do Brasil e evidenciaram aumento do risco

do cancer oral em pacientes com sinergismo de habitos tabagistas e etilistas comparado
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ao ndo-sinérgico consumo de cigarro e alcool [41,46]. Ademais, o estudo de Dias e
colaboradores mostrou que cerca de 96% dos pacientes com cancer oral analisados
tiveram experiéncia com consumo de cigarro e bebida alcodlica, porém 43% desses
casos relataram consumo ndo-sinérgico desses compostos [41]. Os carcindgenos do
cigarro e do alcool podem se ligar aos constituintes celulares e levar a formacdo de
adutos de DNA [47,48].

Em relagdo aos polimorfismos nos genes da familia GST, neste estudo o gendtipo
nulo GSTTI foi menos frequente entre os pacientes e individuos saudaveis investigados
e pode influenciar no risco reduzido para desenvolver CECP. Do mesmo modo, os
estudos que incluiram pacientes com CECP como o estudo de Brunialti e colaboradores,
o qual encontrou menor frequéncia do genotipo nulo GSTT1 (16,8%)[49] nos individuos
saudaveis do estudo e Silva e colaboradores consequentemente maior frequéncia do
genotipo positivo GSTT1 entre individuos saudaveis (24,1%) comparado aos pacientes
com cancer do trato aereodigestivo superior (13,8%) [50].

Além disso, quanto ao genotipo nulo GSTMI, este parece estar associado com
cancer oral [51], e esta de acordo com nossas evidéncias sobre a associacdo do gendtipo
nulo GSTM1 com CECP. Para o gene GSTPI nossos achados associaram pelo menos
um alelo polimérfico do polimorfismo GSTPI A313G (AG/GG) com CECP, ja o estudo
de Brunialti e colaboradores associaram apenas o gendtipo heterozigoto AG desse
polimorfismo com este tipo de cancer.

Considerando os polimorfismos do gene GSTPI, ndo foi possivel associar o
polimorfismo GSTPI C341T com CECP, no entanto, essa associagdo foi confirmada
para o polimorfismo GSTPI A313G. Assim como o estudo de Russo e colaboradores
também realizado em brasileiros com CECP mostrou que pelo menos um alelo
polomorfico do polimorfismo GSTPI A313G, genotipos AG/GG foram associados ao
risco reduzido para desenvolver CECP [29], concordando com nossas associagdes para
este polimorfismo. Em relacdo aos haplotipos do gene GSTPI, A313/C341 (alelos
selvagens) e A313/T341 (alelo selvagem/alelo polimoérfico) demonstraram associagdo
com o CECP no nosso grupo amostral. Esses dados foram confirmados para o
polimorfismo A313G por meio da associagdo haplotipo do G313/C341 (alelo

polimorfico/alelo selvagem) com os individuos saudaveis deste estudo.
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Ademais, o estudo de Ruwali e colaboradores mostrou que o genoétipo homozigoto
polimérfico 313-GG do gene GSTPI mostrou 75% de melhora na resposta ao
tratamento comparado com 25% pacientes de genotipo homozigoto selvagem 313-AA
[14]. Esses dados demonstram que os polimorfismos no gene GSTPI/ ndo sé
modificaram o risco para CECP, mas também desempenharam um papel importante na
determinacgdo da resposta quimioterapéutica [14].

Estudo de Brunialti e colaboradores relaciona os polimorfismos citados de genes
GSTs com a detoxificacdo da cisplatina, quimioterdpico usado para tratamento de
carcinomas localmente avan¢ados de CECP [49], o qual esta entre os mais utilizados no
tratamento dos pacientes do presente estudo. No entanto, o estudo de Brunialti e
colaboradores ndo conseguiu estabelecer essas associagdes estatisticamente e relata que
estudos com nimero amostral maior poderdo mostrar melhor a relag@o entre resposta a
esse quimioterdpico e os polimorfismos GS7s [49]. Por outro lado, o estudo de Dhawan
e colaboradores (2013), demostraram associacdo dos genotipos nulos de GSTMI com
toxicidade observada devido ao quimioterapico cisplatina [11].

No grupo amostral investigado pelo presente estudo realizado na regido sudeste
do Brasil no estado de Sdo Paulo, o tratamento mais comum para CECP foi a associacdo
de radioterapia e quimioterapia. Em comparagdo aos resultados obtidos no grupo
amostral (77 pacientes) analisado pelo estudo de Dias e colaboradores realizado no ano
de 2017, o qual também foi conduzido em populagdo brasileira, porém na regido do
nordeste do pais, os resultados mostraram que procedimentos cirtirgicos em abordagens
isoladas ou em associacdo com radioterapia e quimioterapia foram os tratamentos mais
frequentes para cancer oral [41].

Nossos achados ndo mostraram uma relacdo entre a sobrevida global e os
genotipos estudados, assim como o estudo de Brunialti e colaboradores [49]. O estudo
brasileiro de Soares e colaboradores realizado em 2017, corrobora com os achados
relacionados a sobrevida e o gene GSTPI, porém este estudo investigou a expressdo
desse gene [52]. Ademais, ha relatos de tendéncia a significancia (p=0,053) entre o
polimorfismo de delecdo de GSTTI e a sobrevida livre de progressdo no
adenocarcinoma gastroesofagico [53].

A associacdo de radioterapia e/ou quimioterapia no tratamento de CECP ¢

evidénciada pela literatura [54-56]. Esses tratamentos s3o indicados quando ha



Anexo 5 71

impossibilidade de realizar a cirurgia no local do cancer, como no caso do tumores
avangados que acomentem regides importantes entre os sitios desse tipo de cancer.
Além disso, pode-se observar na rotina ambulatorial e nos resultados de outros estudos
que os tumores avancados sdo mais frequentes [14,54], assim como os achados do
presente estudo. Estudo relatam que o diagndstico tardio de CECP pode acontecer
devido a auséncia de sintomas na maioria das lesdes iniciais, além de falta de
conhecimento de diagndstico diferencial por parte de alguns profissionais de saude,
contribuindo para o diagndstico tardio com tumores em estagios avancados (T3 e T4), ja
com indicacdes de radioterapia e/ou quimioterapia [55-57].

A expressdo de GST em células cancerosas representa um fator importante em
fendtipo mais agressivo e resistente. Deste modo, altos niveis de expressdo de GST
foram utilizados para direcionar seletivamente o tratamento do tumor com drogas
ativadas por meio de enzimas GST. Essas estratégias com GST-ativado (TLK286) e pro-
farmacos baseados em arsénio confirmam o potencial dos conjugados de Glutationa
reduzida (GSH) como medicamentos anticancerigenos [58].

No presente estudo ndo foi possivel estabelecer associacdo entre sitio anatdmico
primario, caracteristicas clinico-patologicas do tumor, tempo livre de recidiva e
sobrevida dos pacientes com CECP. Em relagdo ao sitio anatdmico primario estudo
anterior de pacientes brasileiros com CECP encontrou associacdo do GST71 nulo com
risco aumentado para laringe e diminuido para faringe, assim, mostrou que este
polimorfismo pode modular o risco para desenvolver CECP neste sitio anatdmico. Este
estudo brasileiro também nd3o encontrou associacdo dos polimorfismos GSTs
investigados com as outras caracteristicas clinico-patologicas do tumor [29].

As enzimas GSTs desempenham papel crucial no desenvolvimento da resisténcia
a agentes anticancerigenos ¢ podem modular as vias de sinalizacdo que controlam a
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. Essas func¢des especificas das GSTs
podem levar ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e a identificacdo de
alguns candidatos interessantes para o desenvolvimento pré-clinico e clinico do cancer
[59].

O resumo da comparagdo entre os achados do presente estudo e os dados da

literatura pode ser observado no Quadro 1.
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Conclusio

Portanto, nosso estudo mostra que idade >59 anos, género masculino e, habitos
tabagista e etilista sdo fatores de risco para CECP. Em rela¢do aos polimorfismos a
presenca do genotipo nulo GSTM] esta associada com aumento do risco para o cancer
de cabega e pescoco, enquanto o gendtipo nulo GSTT1 e o polimorfismo GSTP1 A313G
contribuem para a reducdo do risco para este tipo tumoral. Os polimorfismos dos genes
GSTM1, GSTTI e GSTPI nio estdo associados com o sitio anatdmico de ocorréncia do
tumor, extensdo tumoral, acometimento de linfonodos regionais ¢ progressdao tumoral.
Os polimorfismos ndo estdo associados com o tempo livre de recidiva ou tempo de

sobrevida dos pacientes tratados com quimioterapia e/ou radioterapia.
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Tabela 1

Caracteristicas s6dio-demograficas, fatores de risco e polimorfismos GSTT1, GSTMI, GSTP1 A313G e GSTPI C341T em pacientes com

cancer de cabeca e pescogo e controles.

Idade
<59
>59
Género
Feminino
Masculino
Tabagismo
Nao
Sim
Etilismo
Nao
Sim
GSTTI
Positivo
Negativo
GSTM1
Positivo
Negativo
GSTPI A313G*
AA
AG/GG

GSTPI C341T**

CC
CT/TT

Caso

97 (49%)

100 (51%)

20 (10%)
177 (90%)

20 (10%)
177 (90%)

28 (14%)
169 (86%)

133 (67%)
64 (33%)

98 (50%)
99 (50%)

101 (57%)
77 (43%)

173 (90%)
20 (10%)

Controle

448(87%)
66 (13%)

145 (28%)
369 (72%)

309 (60%)
205 (40%)

260 (51%)
254 (49%)

402 (78%)
112 (22%)

275 (53%)
239 (47%)

227 (44%)
287 (56%)

460 (89%)
54 (11%)

OR’

11,66

2,13

11,00

4,14

0,30

4,27

0,60

0,85

IC 95%"

Referéncia
6,51-20,86

Referéncia
1,03—4,38

Referéncia
5,71 — 21,20

Referéncia
2,25-7,64

Referéncia
0,18 -0,51

Referéncia
2,60 —7,00

Referéncia
0,37 -0,97

Referéncia
0,39 - 1,86

Valor de p

<0,001

0,040

<0,001

< 0,001

<0,001

<0,001

0,037

0,688

“OR = Odds Ratio. "IC 95% = Intervalo de confianga de 95%. A amplificagdo foi possivel para 178 pacientes do grupo caso. ** A
amplificacdo foi possivel para 193 pacientes do grupo caso.
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Tabela 2
Frequéncias dos haplétipos dos polimorfismos A313G e C341T do gene GSTPI em

pacientes com CECP e controles.

Polimorfismos GSTPI A313G / C341T

Haploétipo CECP Controle Valor de p
AC 0,72 0,65 0,013
GC 0,23 0,30 0,015
GT 0,03 0,05 0,085

AT 0,03 0,009 0,019
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Polimorfismos GSTT1, GSTMI1, GSTP1 A313G ¢ GSTP1 C341T em relacdo aos sitios primarios dos tumores de cancer de cabeca e

pescoco.
Cavidade oral Laringe Faringe
n = 87 (44%) n =64 (32%) n=237(19%)
n(%) OR" (IC95%) p n(%) OR" (IC95%) OR" (IC95%)
p n(%) p
GSTM1
positivo 43 (49) Referéncia 33 (5D Referéncia 19 (51) Referéncia
negativo 44 (51) 0,98 (0,53-1,83) 0,955 31 (49) 1,02 (0,51-2,04) 0,945 18 (49) 0,78 (0,36-1,73) 0,545
GSTTI1
positivo 63 (72) Referéncia 48 (75) Referéncia 27 (73) Referéncia
negativo 24 (28) 0,83 (0,41-1,67) 0,596 16 (25) 0,77(0,35-1,70) 0,513 10 (27) 0,97 (0,40-2,38) 0,947
GSTPI A313G*
A/A 46 (57,5) Referéncia 28 (50) Referéncia 22 (59) Referéncia
A/G e GG 34 (42,5) 0,89 (0,48-1,67) 0,727 28 (50) 1,47 (0,74-2,93) 0,269 11 (41) 0,66 (0,29-1,48) 0,312
GSTPI C341T*
C/C 76 (90,5) Referéncia 57 (90,5) Referéncia 33 (91,6) Referéncia
C/T 09 (9,5) 1,07 (0,39-2,92) 0,899 06 (9,5) 0,48 (0,14-1,65) 0,243 03 (8,4) 1,44 (0,43-4,82) 0,554

*Odeds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista. * A amplificagio niio foi possivel para todos os pacientes.
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Pardmetros clinico-histopatoldgicos em relagdo aos polimorfismos GSTTI, GSTMI, GSTPI A313G e GSTP1 C341T em pacientes com

cancer de cabeca e pescoco.

Extensido Tumoral

Acometimento de linfonodos regionais

Progressao tumoral (TNM)

T1/T2 T3/T4 . N=0 N>1 . Niao Avancado .
OR. ' p o.R.0 . avangado o.R.0 o
n(%) l’l(%) (IC95 A)) Il(%) Il(%) (IC95 A)) n(%) Il(%) (IC95 A))
GSTM1
positivo 40 (51,3) 56 (49,5) 1,00 48 (44,8) 48 (54,5) 1,00 31(50) 64 (43,5) 1,00
. 1.06 0,74 31(50) 68 (51,5) 1,15
negativo 38 (48,7) 57(50,5) (0.57-1.97) 0,86 59(552)  40(4s5)  (040-138) 0,35 (0.59-2.24) 0,673
GSTTI
positivo 55(70,5) 82 (72.,6) 1,00 78 (72,8) 61 (69,3) 1,00 44 (70,9)  95(71,9) 1,00
. 0,82 1,23 18(29,1)  37(28,1) 1,22
negativo 23295 31Q74)  oal165 038 20272)  27(307)  (0.62-248) 0 0.57-2.63) 00
GSTPI A313G*
A/A 42 (59)  55(54,4) 1,00 55(57,9) 46 (56) 1,00 34(60,7)  67(55.8) 1,00
1,16 1,13 22(39,3)  53(44.2) 1,05
A/G e GG 20 (41) 46 (45,6) (0.62-2.16) 0,65 0@LY 36 44) 0.612.11) 0,70 (0.53-2.06) 0,896
GSTPI C341T**
c/IC 71(92)  98(89) 1,00 91 (80,5 80 (91) 1,00 56 (91,8) 114 (88,4) 1,00
0,93 0,72 05 (8,2) 15 (11,6) 1,27
o 06(8) 12011 (0,34-2,54) 0,89 12 (19,5) 08 (9) (0,26-2,00) 0,53 (0,40-3,98) 0,685

*Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista. “A amplificagio foi possivel para 172 pacientes. ““A amplificacdo foi possivel para 187

pacientes.
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Tabela 5

Polimorfismos GSTT1, GSTMI1, GSTPI A313G e GSTP1 C341T em relagdo a recidiva

e sobrevida de pacientes com cancer de cabega e pescogo.

Polimorfismos Recidiva Valor de p Sobrevida Valor de p
(12 meses) Log Rank (12 meses) Log Rank

GSTT1

Positivo 23% 85%

Negativo 30% 0,467 72% 0,135
GSTM1

Positivo 26% 85%

Negativo 22% 0,717 80% 0,314
GSTPI A313G

AA 24% 78%

AG/GG 23% 0,450 88% 0,487
GSTPI C341T

CC 25% 83%

CT/TT 12% 0,164 82% 0,566
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Figura 1
Curva de Kaplan-Meier para andlise de recidiva dos pacientes submetidos a tratamento
em relacdo aos polimorfismos GSTMI (A), GSTTI (B), GSTPI1 A313G (C) e GSTPI

C341T (D).
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Survival Plot (PL estimates)

Survival Plot (PL estimates) Survivor
Survivor 1.00
1.00 1
] a1
a0
1 0.75
0.75- 4
0.50-
0.50 J
0.25+
0.25- 4
0.00 o B S S S ]
0.00 A S ! 50 100 150 200 250
50 100 150 200 250 )
Times
Times
Survival Plot (PL estimates) Survival Plot (PL estimates)
Survivor Survivor
1.00 1.00
a1
a0
0.75- 0.754
0.50 0.50 \—‘
0.25- 0,254
0.00 T T 000 . .
%0 100 150 200 20 0 50 100 150 200 250
Times
Times

Figura 2
Curva de Kaplan-Meier para andlise de sobrevida dos pacientes submetidos a
tratamento em relacdo ao polimorfismo GSTMI (A), GSTTI (B), GSTPI A313G (C) e

GSTPI C341T (D).



Quadro 1.

Comparacdo entre os dados do presente estudo e os dados dos estudos apresentados na discussao.
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Referéncia Tamanho amostral Género — N (%) Idade Habito Tabagista — N (%) Habito Etilista — N (%) Tratamento — N (%) Poli
Autor, ano Pais ) Feminino Masculino Média + DP Nio Sim Nio Sim RT | or | RTe o
(N°) Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr QT
Licitra et (1 o~ .
al. 2006[47] Italia Revisdo de literatura
% GSTTI,
Brunialti, . 8 87 % 6 89 15 80 GSTMI e
2009 [51] Brasil % - (8,4) . (91,6) . 39 . (6,3) - (93,7) . (15.,8) - (84,2) . . (9§’7 . GSTPI
A313G
GSTTI
Goekkurt ’
kg | Alema- 134 ) ) ] 92 ) ar ] ] ) ) ] ) ] ] ] ] 134 | Gstmie
1531 nha 31) (69) (100) GSTPI
A313G
Ruwali et
al. 2009 india 350 350 ) ) 350 350 53 52 50 169 300 181 ) ) ) ) ) ) 250 GSTP1
14 (100) (100) 48 10 | (143) | @83) | 857 | 51,7 (100) | A313G
Singh et al. £ . . .
2010 [48] India Revisdo de literatura
Santos et al. Brasil 74 ) 22 ) 52 ) 57,22 ) 17 ) 57 ) 43 ) 31 ) ) ) ) )
2010 [57] (29,7) (70,3) +14,01 (23) a7 (58) (42)
Casati et al. . 46.424 108.322 % 23.367 131.379 46.424 108.322
201243 | Brasil | 154746 - (30) - (70) - >4, - (15.1) - (84.9) - (30) - (70) - - - - -
Ruback et
ubac S Brasil 995 ) 202 ) 793 o | eouse | - 247 ) 747 ) 415 ) 579 ) 129 | 18 59 )
9] (20,3) (79,7) (24,3) (75.2) (41,7) (58,3) (14.2) | (1,9 (6,5)
Santos et al. . 19 31 % 5 45 31 29
2012 (s6] | Drasil >0 - (38) - (62) - 03 - (10) - (90) - (42) - (58) - |62 - (30) -
Dh GSTT1,
awanet | 4 19 0 23 23 GSTMI e
al. 2013 India 23 - - - - - - - - - - - - _
1) (17.4) (82,6) () (100) (100) GSTPI
A313G
Galbiatti et . . .
al. 2013 [8] Brasil Revisdo de literatura
GSTT1,
Russo et al. Brasil 261 514 32 145 229 369 48% 40 309 221 205 70 260 191 254 ) ) ) GGL?;,A;?
2013 [29] (12,3) (28,2) (87,7) (71,8) (15,3) (60,1) (84,7) (39,9) (26,8) (50,6) (73,2) (49,4) A313G e
C341T
Machiels et
al. 2014 Bélgica Revisdo de literatura

[551
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Referéncia Tamanho amostral Género — N (%) Idade Habito Tabagista — N (%) Habito Etilista — N (%) Tratamento — N (%) Polimor
A““]’\;’; ano Pais ™) Feminino Masculino Média + DP Nio Sim Nio Sim RT QT RT e fismos
™9 Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr Caso | Contr QT
Ramsay et
al., 2014 Australia Revisdo de literatura
158]
GSTTI,
Silva et al., Brasil 116 294 16 31 100 193 60.9 58.2 6 114 110 105 27 110 89 86 ) ) ) GSTMI e
2014 [49] (13,8) (13,8) (86,2) (86,2) +12,5 +11,9 (5,2) (52,1) (94,8) (47,9) (23.,3) (56,1) (76,7) (43.,9) GSTP1
A313G
Andrade et
. 35 70 92 184 13 127 114 127 27 113 100 141
al'[:(g]ls Brasil 127 254 (27,6) (27,6) (72,4) (72,4) 60,66 £13,51 (10,2) (50,0) (89,8) (50,0) (21,3) (44.5) (78,7) (55,5) B B B B
Liu et al. . . . Yo
2015 [50] China Revisdo sistematica e Meta-analise GSTM1
Singh et al. £ . . Familia
2015 (59 India Revisdo de literatura GST
Turati et al. 1 . .
2015 [45] Italia Revisdo de literatura
Osazuwa et
al. 2016 Estgdos 29162 ) 6.582 ) 15.580 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 10.438 ) ) )
[44] Unidos (29,7) (70,3) (47,1)
Dias et al. Brasil 77 ) 21 ) 56 ) ) ) 5 ) 72 ) 5 ) 72 ) 8 1 8 )
2017 [41] 27) (73) (6) (94) (6) (94) (11) (1) (11)
lNC./le,12017 Brasil Estimativa Brasileira de Cancer
Rocha et al. Brasil 8 ) 10 ) 18 ) 59,78 ) ) ) ) ) ) ) ) ) 28 ) ) )
2017 [54] (35,7) (64,3) +12,49 (100)
Soares et al. . X A
2017 [52] Brasil 94 Estudo de expressao génica GSTP1
Wopken et Paises
al. 2017 Baixos Revisdo de literatura
[42] /Europa
GSTTI,
GSTM1,
Presente Brasil 197 514 20 145 177 369 50% 44 20 309 177 205 28 260 169 254 51 10 135 GSTP]
estudo (10) (28) (90) (72) (10) (60) (90) (40) (14) (51) (86) (49) (26) 5) (69) A313G e
C341T

RT: Radioterapia; QT: Quimioterapia; DP: Desvio Padrio; Contr: Controle; *Auséncia do valor de desvio padrao da idade.




