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RESUMO

Os tumores de cabeca e pescoc¢o apresentam uma alta incidéncia no Brasil,
permanecendo como uma das neoplasias com menor tempo de sobrevida para o
paciente. Os métodos atuais para o diagnostico e tratamento desses tipos de
tumores ndo tém se mostrado eficazes, 0 que torna necessarios 0s avancgos no
estudo dos padrbes genético-moleculares da doenca.

Alteracdes genéticas no braco curto do cromossomo 9 (9p), sugerem que
esta regido possa conter genes supressores tumorais, como 0s genes CDKN2A,
CDKNZ2B e INFA, envolvidos no inicio e/ou progressdo deste tipo de tumor. O
envolvimento da regido 9p foi investigado pela analise de marcadores
microssatélites quanto a presenca de perdas de heterozigose (LOH) em 74
pacientes provenientes de Curitiba e Londrina-PR. Nas andlises de LOH, foi
utilizado DNA de sangue periférico de cada paciente como controle e DNA tumoral
obtido de pecas a fresco para a avaliacdo das perdas alélicas. As reacfes de PCR
foram realizadas utilizando-se iniciadores marcados com agentes fluorescentes
HEX (D9S200, D9S1748 e D9S157) e FAM (D9S169, D9S1749 e D9S171). Apos
eletroforese em Sequenciador MegaBace 1000, os produtos foram analisados pelo
software Fragment Profiler. Os calculos para a obtencdo das freqiéncias de LOH
foram realizados na sequencia. Em todos os locos analisados foram encontradas
freqiéncias de LOH elevadas, variando de 21,31% a 51,51%. Dos seis
marcadores analisados, dois (D9S157 e D9S200) mostraram frequéncias de LOH
superiores a 50%. A analise da frequéncia de LOH em locos combinados também
mostrou uma alta taxa de perda alélica, variando de 57,33% (em pelo menos um
dos locos) a 8% (em quatro dos seis locos possiveis). Os marcadores
microssatélites foram correlacionados a parametros histopatolégicos e clinico.
Apenas o parametro invasdo de linfonodos regionais apresentou um resultado
significativo para a analise conjunta dos marcadores (y 2/=4,121; P<0,05). Nosso
estudo demonstra uma alta incidéncia de perda de heterozigose no cromossomo 9
em 9p21 e 9p22-23, em carcinomas de células escamosas de cavidade bucal,

sugerindo a existéncia de possiveis genes supressores de tumor nestas regides,



além dos ja clonados e possivelmente envolvidos na tumorigénese bucal, INFA e
CDKNZ2A.



1. INTRODUCAO
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O cancer é considerado uma das principais causas de morte em todo o
mundo. O Instituto Nacional do Cancer (INCA), do Ministério da Saude, estimou
472.050 casos novos da doenca para o ano de 2006 no Brasil. Os tipos que mais
atingem a populacéo brasileira sdo os canceres de pele ndo-melanoma, seguidos
pelas neoplasias de mama, préstata, pulméo e estébmago (INCA, 2006). Devido a
grande morbidade e mortalidade em todo o mundo, o investimento na pesquisa e,
consequentemente grandes avancos foram realizados nos ultimos 20 anos quanto
ao conhecimento da etiopatologia, diagnéstico, progndstico e terapéutica do
cancer.

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de cem doenc¢as que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e érgaos,
podendo formar tumores em outras regides do corpo, 0 que se denomina
metastase. Por outro lado, um tumor benigno se constitui em uma massa
localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu
tecido original, raramente constituindo um risco de vida (INCA, 2006). Células
aberrantes, cuja regulacdo da multiplicacéo celular esteja comprometida, podem
gerar descendentes que herdam a propensdo para proliferar sem responder a
regulacéo, resultando em uma proliferacdo celular clonal capaz de se expandir
indefinidamente. Essa expansao resulta na formacdo de massas tumorais que,
quando tém o potencial de invadir tecidos e se disseminar, sdo consideradas
malignas e denominadas céancer. Portanto, o céncer é considerado uma doenca

associada a alteracbes genéticas multiplas, gerado a partir de uma Unica célula



normal que acumulou mutagfes apds um processo de evolucao clonal (CAVENEE
e WHITE, 1995).

A transformacdo de uma célula somatica normal em uma célula tumoral
representa um processo em etapas, no qual pelo menos quatro a sete alteracdes
genéticas ocorrem em um periodo de varios anos (VOGELSTEIN e KINZLER,
1993), o que explica em parte o porqué do cancer ser considerado uma doenca
associada ao envelhecimento. Em geral, as mutac¢des incluem perdas, ganhos ou
rearranjos genéticos, além de alteracbes pontuais na sequéncia do DNA
(SUGIMURA, 1998). As alteracdes necessarias para 0 surgimento de um tumor
envolvem diversos genes, a maioria destes relacionada com a proliferacéo e
diferenciacao celular (LEE et al., 2000). Essas alterac¢des incluem principalmente a
expressdo aumentada ou ativacdo mutacional de proto-oncogenes (FEARON e
VOGELSTEIN, 1990) e a inativacao de genes supressores de tumor (WEINBERG,
1991). Além destas, podem ocorrer também alteracdes nos genes de reparo de
danos ao DNA (HOEIJMAKERS, 2001), instabilidades cromossomicas
(LENGAUER et al., 1998), reativacao da telomerase (GREIDER e BLACKBURN,
1996) e alteracBes epigenéticas (ROUNTREE et al., 2001). Estas ultimas incluem
alteracdes globais, como hipometilacdo do DNA e hipoacetilagcdo da cromatina,
assim como hiper e hipometilacbes gene-especificas. A hipometilagdo global do
DNA leva a instabilidades cromossémicas, 0 que aumenta a frequéncia de
tumores, como demonstrado em estudos in vitro e in vivo, assim como a ativacao
gene-especifica de oncogenes como o R-ras em canceres de estbmago

(FEINBERG, 2005)



Os oncogenes representam formas alteradas dos proto-oncogenes celulares
gue controlam uma variedade de processos associados com a proliferacéo e a
diferenciacdo celular (WEINBERG, 1985). Essas alteracbes, e consequente
ativacdo dos proto-oncogenes, se dao através de translocagfes cromossdmicas,
amplificagbes génicas ou mutacdes de ponto (KNUDSON, 1985), de maneira que
alteracdes em um unico alelo sdo suficientes para a transformacédo maligna da
célula. Entre os principais agentes que podem promover tal ativacdo encontramos
as radiacOes, infeccBes virais e exposicdo aos carcindgenos ambientais. Como
consequUéncia dessas alteracbes, a expressao dos oncogenes pode levar a uma
proliferacdo anormal das células e a formacao do tumor (COOPER, 1994). Devido
a sua capacidade de transformar células, apesar da expresséao residual dos alelos
normais, os alelos mutantes dos proto-oncogenes séo considerados dominantes.

Outros genes de grande importancia para o estudo do céancer sédo o0s
supressores de tumor que, por sua vez, atuam como reguladores negativos da
proliferacéo celular, retardando a progresséo do ciclo celular e assim bloqueando
a diferenciacao ou induzindo a morte celular programada por apoptose. Alteracdes
que levem a uma inativacao destes genes liberam a célula da inibicdo regulada
pelos mesmos em determinadas fases do ciclo celular (pontos de checagem),
levando a proliferacdo desordenada, caracteristica da célula cancerosa
(WEINBERG, 1991). Alteracbes nos genes supressores de tumor levam a perda
de funcdo e sdo consideradas recessivas, pois sdo apenas inativados quando
ambos os alelos s&o alterados (BIECHE e LIDERAU, 1995), com raras excecoes .

O modelo classico de desencadeamento de um tumor por perda de genes

supressores de tumor, foi sugerido por KNUDSON (1971) com o estudo do
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Retinoblastoma, um raro tumor ocular, que ocorre mais comumente na infancia.
Segundo este modelo, este tumor € causado por duas alteracdes sucessivas no
genoma. Na forma esporadica, observada em criancas sem historia familial da
doenca, esse autor prop6s a ocorréncia de duas muta¢cdes somaticas nas ceélulas
da retina. Para a forma familial, propds que uma das mutagdes seria transmitida
hereditariamente e a outra seria somatica. O mecanismo descrito para o
retinoblastoma se aplica a grande maioria dos outros genes supressores de tumor,
ou seja, quando os alelos mutados séo transmitidos pela linhagem germinativa,
eles conferem uma susceptibilidade herdada ao céncer e levam as formas
familiais. J& quando os alelos séo inativados por muta¢gdes nas células somaticas,
desenvolvem-se formas esporadicas dos mesmos tumores. O silenciamento de
genes supressores de tumor também est4d associado com promotores de
hipermetilacdo do DNA e da hipoacetilagdo da cromatina, o que afeta diversos
genes, tais como o0 RB1, CDKN2A, VHL e MLH1 (FEINBERG, 2005).

Na inativacdo de genes supressores, 0S mecanismos que levam a perda de
sequéncias podem também envolver regibes cromossdmicas proximas ao gene.
Assim, marcadores de DNA gue demonstravam heterozigose antes da progressao
do tumor sofrem uma reducdo até atingirem a perda alélica parcial ou total,
mecanismo conhecido como perda de heterozigose ou LOH (WEINBERG, 1991).

A analise de microssatélites, sequéncias de DNA na qual dois a seis
nucleotideos s&o repetidos numerosas vezes em “tandem” (YEE et al.,, 1994),
constitui-se em um método bastante informativo na pesquisa da perda de
heterozigose. Assim, a deteccéo da perda de heterozigose persistente em um loco

especifico € um método indireto para se pesquisar a possivel localizacdo de um
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gene supressor de tumor.

A ativagdo de oncogenes e a inativacdo dos genes supressores tumorais
representam, portanto, eventos complementares no desenvolvimento do cancer,
ambos contribuindo para aumentar a proliferacao celular e a perda do controle do
crescimento normal (COOPER, 1994).

Além do envolvimento de oncogenes, genes supressores e outros genes
ligados ao ciclo celular, verifica-se que processos ligados a senescéncia sao, por
si sO, causadores de instabilidade genémica. Sabe-se que a incidéncia de cancer
em seres humanos aumenta exponencialmente com a idade, referendando a
sugestdo de que multiplas alteracbes genéticas sdo necessdrias para a
tumorigénese (VOGELSTEIN e KINZLER, 1993). Entre as varias hipoteses para
explicar esta associagdo, inclui-se o acumulo de lesdes no DNA devido a
diminuicdo da capacidade de reparo. Fica claro, portanto, que um sistema de
reparo eficiente é fundamental na manutencao da integridade do genoma e que a
susceptibilidade de uma determinada célula sofrer transformacéo esta diretamente
relacionada a sua capacidade em metabolizar carcindbgenos (enddégenos e
ex0genos) e em reparar o seu DNA.

Ao contrario de outras doencas genéticas, que costumam ser causadas por
mutagdes na linhagem germinativa, o cancer € causado, na maioria dos casos, por
mutacbes em células somaticas, devido a interagcbes genético-ambientais
(PERERA, 1997). Mesmo assim, cerca de 5% a 10% dos casos da doenga séo
hereditarios, ou seja, causados por mutacbes que foram herdadas e que
predispdem ao desenvolvimento de tipos especificos de cancer (FEARON, 1997).

De um modo geral, o aparecimento de um tumor esta associado com a ocorréncia
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de alteracBes genéticas que se acumulam progressivamente no DNA de uma
célula normal. Dessa forma, o cancer pode ser considerado como uma doenca
genética e a identificacdo e caracterizacdo dos genes alterados sdo fundamentais
para a compreensdo das bases moleculares da doenca. Além disso, a
identificagdo desses genes consiste também no primeiro passo para o0
desenvolvimento de métodos de diagndstico mais sensiveis e de terapias mais

individualizadas e eficazes (PARMIGIANI e CAMARGO, 2004).

1.1 - TUMORES DE CABECA E PESCOCO E CAVIDADE BUCAL

Os canceres de cabeca e pescoco sao responsaveis por uma substancial
morbidade e mortalidade. Os sitios anatdmicos do trato aéreo digestivo superior
acometidos compreendem a cavidade bucal, faringe, nasofaringe, hipofaringe,
fossa nasal, laringe e glandulas (CANEVARI e ROGATTO, 2004), incluindo-se,
como tumores da cavidade bucal, aqueles que acometem o labio, lingua, gengiva,
assoalho da boca, palato, glandulas salivares, tonsilas e orofaringe (LIPPMANN e
HONG, 2001).

Na maioria dos estudos, os carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco dos diferentes locais anatdmicos da regido sao tratados como um Unico
tipo de tumor. Embora a classificacdo histologica atual agrupe estas neoplasias
em apenas uma, estes tumores se comportam diferentemente nos variados locais
da cabeca e do pescoco, sugerindo diferentes bases bioldgicas. Estas diferencas
se refletem no padrdo de crescimento, comportamento clinico e prognéstico. Por
exemplo, a diferenciacdo de tumores de cavidade bucal é geralmente mais rapida

e acentuada em comparacdo a canceres de orofaringe (SHANTZ et al., 1997).
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Além disso, carcinomas de orofaringe tém uma maior tendéncia a recorréncia local
e a metastase, em contraste com tumores de cavidade bucal e de laringe. Em
particular, tumores de hipofaringe sdo geralmente mais agressivos do que tumores
localizados em outras regides da cabeca e do pescoco (SESSIONS et al., 1997).

Caracteristicas anatdmicas locais podem também desempenhar um papel na
diferenga do comportamento clinico. A laringe € um 6érgdo unicamente complexo,
portanto uma alteracdo significativa em sua anatomia intrinseca, por cancer ou
cirurgia, possui um grande impacto na fisiologia dos tratos aerodigestivo e
respiratério. Entretanto, é com as lesdes de laringe que o tratamento conservativo
se mostra mais eficiente. Ja os tumores da hipofaringe crescem em uma area de
abundante drenagem linfatica e demonstram um comportamento caracterizado por
dispersdo local difusa, metastase precoce e uma taxa relativamente alta de
dispersdo distante. Dessa forma, o tratamento € dificultado, ndo sendo
surpreendente que a taxa de sobrevida de portadores de céanceres de faringe seja
baixa.

As diferencas no comportamento clinico destes tumores ndo apenas sugere
complicagBes Unicas associadas a seus respectivos locais anatbmicos, mas
também indicam diferencas intrinsecas no comportamento biolégico dos tumores.
A razdo para esta consideravel diversidade em aspectos clinicos e bioldgicos,
incluindo diferencas imprevisiveis na resposta a terapia, € desconhecida, mas é
provavelmente devido, pelo menos em parte, a alteracbes funcionais em
diferentes conjuntos de genes supressores tumorais e oncogenes nos variados
tumores (BAATENBURG DE JONG et al., 1993; ANDL et al., 1998). Apesar desta

diversidade no comportamento biologico e de suas altas frequéncias, as
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alteracdes genéticas que estdo envolvidas na transformacdo e progressdo das
lesbes de cabeca e pescoco permanecem pouco estudadas. Dessa forma, é
crucial estabelecer marcadores moleculares especificos que podem levar a
caracterizagcdo dos diferentes subtipos de tumores de cabeca e pescoco
(WARNALULASURIYA, 2000).

O céancer de cavidade bucal é considerado o tipo mais comum de cancer de
cabeca e pescoco (LIPPMAN e HONG, 2001). O carcinoma de células escamosas
(CCE) € o tipo histolégico que mais prevalece, estando presente em mais de 90%

dos casos de neoplasias bucais (SILVERMAN, 1998; 2001; NEVILLE et al., 2002).

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com NAGPAL e DAS (2003), o processo de carcinogénese bucal
esta associado com alteracbes genéticas que se acumulam, possibilitando a
atuacdo do grande numero de agentes ambientais potenciais aos quais 0s
individuos sdo expostos. Esse tipo de tumor € considerado o0 sexto mais comum
em todo o mundo, estando entre as principais causas de Obito por cancer (INCA,
2006). Em todo o mundo, milhares de novos casos de cancer bucal s&o
detectados anualmente. S6 no Brasil sdo mais de 10.000 casos e sua incidéncia
vem aumentando muito nos ultimos anos (CLARK, 1999). Os 6bitos causados por
esse tumor sdo comparaveis aos atribuidos aos canceres de mama, cervicais e
melanomas (JOHNSON e WARNAKULASURIYA, 1993).

A distribuicdo mundial do cancer de boca é bastante variavel, mas as maiores
incidéncias ocorrem na india (BARTSCH, 2000) e Sri Lanka, onde esta neoplasia

corresponde a cerca de 40% de todos os casos diagnosticados (CLARK, 1999).
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Esse tipo de tumor € menos comum em paises desenvolvidos, apesar de um
aumento na incidéncia ter sido descrito no oeste e centro da Europa. Entretanto,
ele esta altamente disseminado nos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, como no sudeste da Asia, na Africa e no Brasil, principalmente
em individuos pertencentes as classes econdmicas menos favorecidas. Isto €
devido principalmente ao uso excessivo de &lcool e tabaco, além da falta de
atendimento médico e odontologico adequados. Consequentemente, o diagndstico
da doenca se da tardiamente, resultando em uma maior incidéncia de casos
nestas regides (SCULLY e PORTER, 2000).

No Brasil, onde a maioria da popula¢do ndo tem acesso adequado a saude
publica, incluindo a odontolégica, bem como a higiene e alimentacdo adequadas,
0s tumores de cavidade bucal ttm uma alta incidéncia. A estimativa de incidéncia
de céancer para 2007 no Brasil aponta este tumor como o0 7° mais frequente entre
os homens (com 10.060 casos estimados) e o 10° entre as mulheres (com 3.410
casos estimados). No estado do Paran4, foram estimados 1080 casos novos, com
210 s6 em Curitiba (INCA, 2006). Para o sexo masculino, o cancer de boca é
considerado como o quarto tipo mais comum de cancer, sendo menos frequente
do que os tumores de pele ndo melanoma, pulmao, estbmago e préstata. Nas
regides sul e sudeste do Brasil, a cidade de Sdo Paulo registra isoladamente a
mais alta incidéncia das Américas (WUNSCH-FILHO e CAMARGO, 2001 e
WUNSCH-FILHO, 2002).

De um modo geral, o tumor de cavidade bucal é principalmente encontrado
em individuos de meia idade do sexo masculino, fumantes e de renda baixa

(CLARK, 1999; SCULLY e PORTER, 2000). Existem evidéncias do aumento desta
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neoplasia entre as mulheres. Sabe-se que a mais alta incidéncia neste sexo é
encontrada em mulheres asiéticas, estando relacionada com hébitos culturais de
consumo de tabaco (CLARK, 1999). A razao entre homens e mulheres é de 1,5:1,
entretanto, nos ultimos anos, esta razéo tem se mostrado em declinio (McMAHON

e CHEN, 2003).

1.1.2 FATORES DE RISCO

Acredita-se que a distribuicdo dos fatores de risco varie consideravelmente
nas diferentes populagdes devido a fatores culturais (CANEVARI e ROGATTO,
2004). Parece ndo haver um agente ou fator causal (carcinégeno) claramente
definido para o carcinoma bucal, pois tanto fatores extrinsecos quanto intrinsecos
podem atuar. Provavelmente, mais de um fator seja necessario (DAMM e
BOUQUOT, 1998).

O uso do tabaco em todas as suas formas, inclusive o ato de mascar fumo, €
o principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer bucal, atuando
isoladamente ou em conjunto com o alcool (SCULLY e PORTER, 2000). O risco
para tabagistas exagerados, que fumam cerca de 80 cigarros por dia, € cerca de
17 vezes maior que o risco em n&o fumantes. Isso se deve ao fato de que o
tabaco contém mais de trés mil substancias, e aproximadamente 300 destas sao
consideradas carcindégenas, capazes de serem convertidas em metabdlitos
reativos e interagirem com o DNA pela acdo de enzimas oxidativas (CANAVERI e
ROGATTO, 2004).

Em relacdo ao consumo de A&lcool, sabe-se que este pode levar a

deficiéncias nutricionais, aumentando a susceptibilidade a carcin0genos e também
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a supressdo imunolégica. Embora seja desconhecido o mecanismo pelo qual o
alcool induz a carcinogénese, as células basais e epiteliais da cavidade bucal
devem ser também alteradas por altas concentracBes de etanol diretamente na
mucosa exposta e, subsequentemente, por concentracbes mais altas de
carcindgenos e pro-carcinégenos. O uso moderado a intenso do é&lcool parece
aumentar de trés a nove vezes o risco de cancer de boca (LAZARUS e PARK,
2000; CANEVARI e ROGATTO, 2004).

Aproximadamente um terco dos pacientes com carcinoma bucal é
consumidor de bebidas alcodlicas, sendo que a cirrose hepética € encontrada em
pelo menos 20% dos pacientes do sexo masculino (DAMM e BOUQUOT, 1998).
Foi demonstrado que pacientes com cancer de laringe que continuam a fumar e a
beber apds o diagndstico tém probabilidade de cura diminuida e aumento do risco
de aparecimento de um segundo tumor primario na area da cabeca e pescoco. No
Brasil, a interacdo alcool-tabaco é responsavel por niveis de incidéncia de cancer
bucal comparaveis aos da india (HAMADA et.al., 1991 e SCHLECHT et.al., 1999).

Existem poucas evidéncias de que a deficiéncia na higiene bucal, o uso de
anti-sépticos ou infecgcbes de origem viral tenham papel importante no
desenvolvimento deste tipo de carcinoma (JOHNSON, 1991). Alguns estudos
sugerem que o papilomavirus humano (HPV) pode estar associado a alguns tipos
de cancer bucal, ja que este é encontrado em 14% a 22% dos portadores da
doenca (SUGERMAN e SHILLITOE, 1997). Uma maior incidéncia também foi
relatada em pacientes infectados pelo HIV, provavelmente devido a
imunossupressao (FLAITZ et al., 1995). Outras doengas infecciosas, como sifilis

ou candidiase, bem como a desnutricdo e a anemia, sao fatores que podem
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predispor o individuo ao desenvolvimento destas les6es. O consumo de frutas e
vegetais pode apresentar um efeito protetor (DAMM e BOUQUOT, 1998; CLARK,
1999; SCULLY e PORTER, 2000), especialmente daqueles ricos em vitaminas A,
C e betacaroteno, que estariam inversamente relacionados ao risco de céancer
bucal. Enquanto isso, o0 consumo de carnes e pimentas vermelhas € considerado
como fatore de risco (FRANCO et al., 1989). RODRIGUEZ et al. (2004)
encontraram associacdo positiva entre baixo consumo de vegetais e
desenvolvimento de tumores bucais, além de terem encontrado um efeito protetor
para o consumo de frutas e café. Quando combinaram a alimentacdo ao habito
tabagista e etilista, 0s mesmos autores correlacionaram estes trés fatores a 85%
dos casos de cancer em pacientes com idade inferior a 46 anos.

Apesar de fumo e &lcool serem reconhecidos como 0s principais fatores de
risco, estudos prévios encontraram relagéo entre o cancer bucal e o exercicio de
determinadas ocupacdes, como por exemplo: pescadores e agricultores, pintores,
instaladores de carpetes, dentre outros. Exposicdes ocupacionais a substancias
quimicas especificas também tém sido apontadas como relacionadas as
neoplasias bucais, tais como formaldeido e herbicidas. No Brasil ndo existem
pesquisas reportando especificamente os efeitos da ocupacdo na génese do
cancer da cavidade bucal (ANDREOTTI et al., 2006). Segundo CANEVARI e
ROGATTO (2004), em conjunto, os fatores de risco ndo explicam adequadamente
todos os casos de carcinomas de cabeca e pescoco e esta disparidade sugere a
existéncia de uma susceptibilidade genética individual para o desenvolvimento

destes tumores.
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Tumores de cabeca e pescoco de origem familial sdo raros, apesar de haver
do crescente interesse cientifico atual. Incluem paragangliomas, neoplasias
enddcrinas tipo | (MEN 1) e Il (MEN II), tumores associados a neurofibromatose e
carcinomas nasofaringeanos. Em relacdo a esses ultimos, o gene candidato ideal
€ 0 CDKN2A (P16), mapeado em 9p21 (SUAREZ et.al., 2006). Quanto ao cancer
bucal, a discreta associacado encontrada por alguns autores parece refletir o efeito
do ambiente comum de exposi¢ao ao cigarro e alcool.

Segundo BIAZEVIC et al. (2006), niveis sécio-econbmicos mais ou menos
elevados de provisdo, acesso e efetividade dos servicos de saude poderéo
propiciar condicbes mais favoraveis para a prevencéo, para o diagndstico precoce
e reducao de incapacidades, para a implementacdo dos recursos terapéuticos e
um melhor progndstico para os pacientes afetados. Considerando todos estes
fatos e o lento progresso na oncologia de cabeca e pescoco, torna-se importante a
investigacdo genética na tentativa de identificar marcadores moleculares para esta

doenca (SUDBO et al., 2001).

1.1.3 CLASSIFICACAO

Mais de 90% dos tumores de cavidade bucal sdo do tipo histoldgico
carcinoma de células escamosas. Os principais tipos de canceres encontrados na
cavidade bucal sdo (ZAKRZEWSKA, 1999):

e Carcinomas epiteliais;

o de células escamosas;
. VErrucosos;

. de células fusiformes;
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. adendide-escamosos.
o de células basais;
o  melanomas.
e Odontogénicos;
e Tumores 0sseos primarios;
e Tumores de glandulas salivares;
o  mucoepidermoides;
o de células actinicas;

o adenocarcinomas.

1.1.4 - DIAGNOSTICO

O diagnostico do céancer bucal no Brasil €, em geral, realizado mais
tardiamente do que em paises desenvolvidos (CARVALHO et al., 2004).

Segundo ZAKRZEWSKA (1999), o diagndstico e o progndstico de tumores de
cavidade bucal dependem tanto de um profissional de saude, como médicos e
cirurgides dentistas, quanto do paciente identificarem as lesdes ou algum de seus
sintomas em estagio inicial. O carcinoma de células escamosas se apresenta de
diferentes maneiras, mas a maior parte das lesdes iniciais € assintomética.
Algumas lesdes malignas apresentam pequenas Ulceras indolores, enquanto
outras lesbes de malignidade intermediaria podem apresentar ulceracdo
persistente com fixacdo dos tecidos adjacentes e aumento de linfonodo regional.
Sendo grande parte das lesGes assintomatica, o profissional deve suspeitar,
sobretudo, de individuos que apresentem lesbes pré-malignas e que venham

sendo expostos aos fatores de risco, como cigarro e alcool. A biopsia é
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considerada o melhor e mais simples método de diagnosticar o cancer bucal.
Radiografias intrabucais da maxila e mandibula, assim como a tomografia
computadorizada, podem auxiliar a definir a extensao da lesdo e o envolvimento

dsseo e nodular.

1.1.5 - TRATAMENTO E PROGNOSTICO

A cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia sdo, isolada ou associadamente,
0s métodos terapéuticos aplicaveis ao cancer de boca. Em se tratando de lesdes
iniciais, ou seja, restritas ao local de origem, sem extensao a tecidos ou estruturas
vizinhas e muito menos a linfonodos regionais, e dependendo da sua localizacéo,
pode-se optar ou pela cirurgia ou pela radioterapia, visto que ambas apresentam
resultados semelhantes, expressos por um bom progndstico (cura em 80% dos
casos). Nas demais lesdes, se passiveis de cirurgia, esta € indicada, associada ou
ndo a radioterapia. Tradicionalmente a quimioterapia tem sido utilizada apenas em
casos de recorréncia da doenca ou presenca de metastase (INCA, 2006).

A radioterapia € mais utilizada para diminuir o tamanho do tumor antes da
cirurgia ou para prevenir recorréncias e eliminar tecido residual ap6s a mesma. Ja
a quimioterapia € usada quase que somente como tratamento paliativo, quando ha
recorréncia local ou metastases (EL-SAYED e NELSON, 1996). Alguns dos
agentes comumente empregados, com taxas de resposta que variam de 15% a
40%, incluem cisplatina, bleomicina, fluoracil, dentre outros (RODRIGUEZ-

MONGE et al., 1997).
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O tamanho do tumor, a presenca ou ndo de metastases e o envolvimento de
linfonodos regionais sdo os melhores indicadores de progndstico do paciente
(DAMM e BOUQUOT, 1998; NAGPAL e DAS, 2003). A taxa de sobrevida de cinco
anos livre da doenca € de cerca de 70% se ndo houver ocorrido metastase ao
diagnostico, podendo variar de 30-50% na presenca das mesmas (DAMM e
BOUQUOT, 1998; SCULLY e PORTER, 2000; LIPPMAN e HONG, 2001).

Apesar dos avancos técnicos, a sobrevida dos pacientes com cancer de
cavidade bucal tem permanecido inalterada ao longo dos anos. Acredita-se que
isto resulte de uma combinacdo de diagndstico tardio e terapia inadequada
(DAMM e BOUQUOT, 1998). Relatos da literatura indicam ainda que o estilo de
vida do paciente determine o sucesso do tratamento, pois, aqueles que mantém a
exposicdo aos agentes etioldgicos, como cigarro e alcool, apés o diagnostico do
tumor, apresentaram um pior progndstico em relacdo a pacientes que optaram

pelo abandono dos fatores de risco (SCULLY e PORTER, 2000).

1.1.6 - PREVENCAO

A prevencao primaria ao cancer bucal envolve o néo inicio ou o abandono do
uso do tabaco, uma vez que a regresséao de lesdes pré-malignas foi observada em
ex-fumantes (GUPTA et al., 1995). Outras medidas preventivas seriam a reducéo
no consumo de bebidas alcodlicas, promocédo da higiene bucal e uma consulta
odontologica de controle a cada ano, principalmente para homens com mais de 40
anos de idade, fumantes e portadores de préteses mal ajustadas. Outra

recomendacgao é a manutencéo de uma dieta saudavel (INCA, 2006).
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Nesses individuos de maior risco, 0 exame clinico da boca deve ser
realizado, primariamente pelo préprio paciente com o auto-exame e, ap0s suspeita
de lesdo, pelo cirurgido-dentista. Esse profissional deve ser extremamente
cuidadoso no exame, permitindo assim a identificagdo precoce de lesdes pré-
malignas e de canceres bucais de tamanho reduzido. A deteccdo precoce da
doenca ainda é considerada a forma mais efetiva de prevencdo (JOVANOVIC et

al., 1992).

1.2 - PERDAS DE HETEROZIGOSE (LOH) E SUA ASSOCIACAO COM O

CANCER DE CABECA E PESCOCO

As mutacdes responsaveis pelo desenvolvimento do céncer podem ser
cromossOmicas e/ou génicas. No caso de genes supressores de tumor, nos quais
h& a necessidade de inativacdo dos dois alelos, o primeiro geralmente é inativado
por mutacdo génica e o0 segundo € perdido por delecbes cromossdmicas
envolvendo a regido na qual o gene em questdo estd localizado, o que é
denominado perda de heterozigose (LOH) (ROSSI e PINHO, 1999).

A LOH de marcadores genéticos polimorficos € interpretada como a delecao
de segmentos gendmicos. Quando esta perda é detectada como um evento
somatico especifico do tecido tumoral, pode representar a delecdo de um alelo de
um gene supressor tumoral e indicar a localizacdo de um alelo provavelmente
mutado e, portanto, nao-funcional, no cromossomo homoélogo. Estas alteracdes
confeririam uma vantagem no crescimento que levaria a expansédo clonal das

células em decorréncia da inativacdo de um gene supressor tumoral (ANDO et al.,
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2000). A anadlise de LOH pode caracterizar alteragdes ndo detectadas por outros
métodos e o posterior mapeamento pode levar a identificacdo de novos genes
supressores tumorais (KEMP, 1999).

Varios estudos demonstram que perdas alélicas detectadas por ensaios de
LOH séao freqlentes em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco
(CCECP). Uma alta frequéncia de perda de heterozigose (LOH) envolvendo as
regides cromossomicas 3p, 5d, 8p, 9p, 99, 11p e 17p foi encontrada em casos de
carcinoma de células escamosas (AH-SEE et al., 1994). As maiores frequiéncias
de LOH observadas ocorreram nos bragos cromossomicos 3p, 9p e 17p
(MAESTRO et al., 1993; AH-SEE et al., 1994), onde existem provaveis genes
supressores tumorais ainda nao clonados e os ja clonados VHL (3p), CDKN2A
(9p) e TP53 (17p). A ocorréncia de LOH nestas regides foi associada com o
desenvolvimento e a progressao da doenca (CALIFANO et al., 1996; NAWROZ et
al., 1996).

Alteracfes genéticas envolvendo os genes supressores de tumor CDKN2A e
TP53 séo freglentemente observadas em tumores de cabeca e pescoco. A
inativacdo de ambos o0s genes citados parece estar envolvida nos estagios iniciais
da doenca (CALIFANO et al., 1996).

O gene supressor de tumor CDKN2A esta localizado em 9p21 e codifica uma
proteina que pertence a um importante grupo de inibidores de ciclinas
dependentes de quinases (CDKIs), codificadas também pelos genes CDKN2B
(P15), CDKN1A (P21) e IFI27 (P27). Estes genes regulam a fase G1 do ciclo
celular de uma forma negativa. O produto do gene CDKN2A liga-se a CDK4 e

CDKG6, inibindo suas associa¢gdes com a ciclina D1. A inibicdo da atividade do
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complexo ciclina D1/CDK4/6 previne a fosforilagdo da proteina pRB e a
consequente liberacdo do fator de transcricdo E2F, levando a interrupc¢ao do ciclo
celular na transicdo G1-S (SERRANO et al., 1993). Alteracdes genéticas que
inativem o gene CDKN2A podem levar a desregulacdo deste processo,
contribuindo para o processo tumorigénico. Uma alta freqiéncia de LOH no brago
curto do cromossomo 9 (9p21-22), onde o gene CDKN2A esta localizado, foi
encontrada em tumores de cabeca e pescoco, incluindo displasias e carcinomas in
situ (CALIFANO et al., 1996), sugerindo o envolvimento dessa regido com o0s
estagios iniciais da doenca.

ISHWAD et al. (1996) estudaram a LOH em 77 pacientes norte-americanos
com carcinomas bucais utilizando 16 marcadores microssatélites distribuidos por
cinco cromossomos diferentes. Destas amostras de tumores, 71% demonstraram
LOH em um ou mais locos, sendo que uma significante propor¢do de LOH foi
observada nos cromossomos 3p (58%) e 9p (48%). Esses resultados sugerem
gue genes supressores de tumor, localizados nos bragos curtos dos cromossomos
3 e 9 possam estar envolvidos com a patogénese de carcinomas bucais.

SUDBO et al. (2001) associaram a presenca de LOH nos cromossomos
3pl4, 9p21 ou em ambos com o desenvolvimento de tumores bucais, enquanto
ROSIN et al. (2000), ARAI et al. (2002) e NUNN et al. (2003) correlacionaram a
LOH envolvendo os cromossomos 3p, 449, 8p, 9p, 11q, 13qg e 17p a este mesmo
tipo tumoral.

Diversos estudos de perda de heterozigose indicam que as perdas alélicas
associadas com o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas de

cabeca e pescoco ocorrem mais frequentemente em 9p21-22, onde esta
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localizado o gene CDKN2A. Entretanto, XU et al. (2004) resolveram expandir o
alvo de estudo e analisaram a LOH para esse mesmo tipo de carcinoma em 9p13-
23, na tentativa de identificar outros possiveis genes supressores de tumor na
regido. Para tanto, foram analisadas 42 amostras pareadas de sangue e tumor de
laringe, com 13 marcadores microssatélites altamente polimoérficos usando a
técnica da PCR. Destas amostras, 41 (97,6%) demonstraram LOH em pelo menos
um dos marcadores utilizados para a regidao 9pl3-23. O marcador mais
frequentemente deletado foi D9S162, com 17 em 19 (89,5%) das amostras
informativas. Em outros marcadores também foram observadas LOH, como
D9S171 (80%), D9S1748 (50%). Estes resultados demonstram que a alta
frequéncia de LOH em 9p13-23 indica a presenca de pelo menos mais dois genes
supressores de tumor ainda nao identificados nessa regido, que podem estar
sendo inativados na progressao do carcinoma de células escamosas da laringe.
Com o objetivo de investigar a relacdo entre a perda de heterozigose (LOH)
no cromossomo 9p e a patogénese de carcinomas de células escamosas bucais,
XIAO et al. (2001) analisaram 24 amostras deste tipo de tumor utilizando oito
marcadores microssatélites. Destas amostras, 10 (41,67%) demonstraram LOH
em pelo menos um marcador de 9p. As maiores frequéncias de LOH encontradas
foram em 9p21, nos locos D9S171 (21,05%) e D9S304 (10,00%), e em 9p22-23,
nos locos D9S168 (22,22%) e D9S162 (15,38%), concluindo que ha uma alta
freqiéncia de LOH nas regides 9p21-23 nas amostras de tumor. Esse resultado
indica a presenca de mais de um gene supressor de tumor envolvido com a

patogénese do carcinoma de células escamosas na regiao.
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Em outro estudo, o gene DBCCRI1, localizado no cromossomo 9q33 e
identificado como um candidato a supressor de tumor por ser alvo frequente de
proteinas promotoras de hipermetilacdo em cancer de bexiga, foi investigado no
desenvolvimento de carcinomas de células escamosas bucais (GAO et al., 2004).
DNA de 34 tumores foram analisados quanto a presenca de LOH em trés
marcadores proximos ao DBCCRL1 e a LOH foi encontrada em 10 dos 31 casos
(32%), sugerindo que a LOH em 9g33 € um evento precoce e possivelmente
freqiiente no desenvolvimento de tumores bucais.

Em alguns tipos de tumores, a alta frequiéncia de delecdo do gene supressor
de tumor DMBT1 (localizado no cromossomo 10) foi relatada, assim como a perda
de heterozigose. Entretanto, ainda é pouco conhecida a provavel relacdo entre
esse gene e o carcinoma bucal de células escamosas. Para estudar as alteracdes
genéticas no cromossomo 10 neste tipo de neoplasia, YAMASHITA et al. (2002)
analisaram 38 amostras de carcinomas bucais primarios e seus correspondentes
tecidos normais para marcadores microssatélites correspondentes a 16 locos, dois
deles na regido do DMBT1. Perda de heterozigose (LOH) foi observada em pelo
menos um dos 16 locos em 28 (73,7%) dos 38 casos, principalmente em D10S202
(34,6%) e D10S217 (28,6%). Esses resultados sugerem a presenca de dois
provaveis genes supressores tumorais associados com o carcinoma bucal de
células escamosas. Os dois locos contendo o gene DMBT1, D10S209 e D10S587,
tiveram alta frequéncia de LOH comparativamente (20,0 e 22,7%,
respectivamente), sugerindo um papel importante do DMBT1 no desenvolvimento

desse tipo de tumor.
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Mais recentemente, CENGIZ et al. (2006) pesquisaram LOH no braco longo
do cromossomo 2 utilizando-se de 16 marcadores microssatélites polimérficos em
39 amostras pareadas de epitélio bucal normal e neoplasico, e definiram o mapa
de delecdo da regido com possiveis genes supressores de tumor. A LOH foi
detectada em pelo menos um loco em 33 das 39 amostras de tecido tumoral
(85%). Delecbes frequentes foram detectadas nas regides dos marcadores
D2S2304 (35%), D2S111 (40%), D2S155 (35%), D2S1327 (29%), D2S164 (29%),
D2S125 (68%) e D2S140 (32%). Trés regides preferencialmente deletadas em
2921-24, 2933-35 e 2q37.3 foram mais observadas e, nelas, muitos genes
candidatos a supressor de tumor foram localizados, como LRP1B, CASPS,
CASP10, BARD1, ILKAP, PPP1R7 e ING5. Uma analise molecular futura mais
aprofundada de cada um destes genes foi proposta pelos autores para esclarecer
se héa influéncia dos mesmos na carcinogénese bucal.

Todos estes estudos demonstram que a pesquisa de LOH constitui-se em
uma das melhores estratégias para a identificacdo de genes supressores de
tumor, através da localizacdo de regifes onde se observa perda de alelos nos
diversos tipos de cancer. Assim, os sitios de alteracdes genéticas em tumores de
cavidade bucal podem ser identificados utilizando-se marcadores microssatélites
ou através de outras investigacdes moleculares, como a Hibridizacdo Gendmica

Comparativa (CGH) ou CGH-array.
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2. JUSTIFICATIVA

Os tumores de cabeca e pescogo apresentam uma alta incidéncia no Brasil,
permanecendo como uma das neoplasias com menor tempo de sobrevida para o
paciente. Os métodos atuais para o diagnostico e tratamento desses tipos de
tumores ndo tém se mostrado eficazes, 0 que torna necessarios 0s avangos no
estudo dos padrdes genético-moleculares da doenca.

Diversos estudos tém demonstrado alteragBes genéticas no braco curto do
cromossomo 9 (9p) em tumores de cabeca e pescoc¢o. Esses dados permitem a
sugestdo de que a regido possa conter genes supressores tumorais envolvidos no
inicio e na progressdo deste tipo de cancer. Entretanto, a maioria dos estudos
moleculares que analisa a regido 9p € realizada com tumores de diferentes
localizagbes anatomicas da cabeca e do pescoco, dificultando assim o
estabelecimento de associacdes entre os achados genéticos e os parametros
histopatolégicos.

No presente estudo, o envolvimento da regido cromossdmica 9p foi analisado
exclusivamente em carcinomas de células escamosas de cavidade bucal, ap6s
laudo histopatolégico. Assim, a analise de marcadores moleculares na regido em
questdo pode auxiliar no diagnéstico precoce das lesdes, no progndstico da
doenca e na avaliacdo dos procedimentos terapéuticos mais adequados aos

pacientes com esse tipo especifico de tumor.
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3. OBJETIVOS

e Identificar regides do braco curto do cromossomo 9 (9p), que sugiram a
localizacdo de genes supressores tumorais envolvidos na carcinogénese
bucal.

e Correlacionar a presenca de perda de heterozigose com diferentes
parametros clinicos e histopatolégicos.

e Analisar os resultados obtidos no conjunto dos dados disponiveis na

literatura.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 - CARACTERIZAC}AO DA AMOSTRA

Este estudo foi realizado com amostras de sangue periférico e de tumores
bucais, primérios e ndo-tratados, de pacientes portadores de carcinoma de células
escamosas.

Todas as amostras foram previamente selecionadas sob a condicdo dos
pacientes ndo terem sido submetidos a radioterapia ou quimioterapia e de
apresentarem heterozigose em pelo menos um dos marcadores analisados
(Tabela I). Foram incluidos na amostra inicial 74 pacientes com média de idade de
59,01 + 10,39 anos, sendo 66 homens e 8 mulheres. Foi obtida a confirmacao, por
histopatologia, da suspeita clinica de carcinoma de células escamosas bucal, de
todas as amostras coletadas.

Como demonstrado na Tabela 1, dos pacientes coletados, 23 tinham tumor
de lingua (31,08%) e 16 de assoalho bucal (21,62%), as duas localizagbes
anatbmicas mais prevalentes desta amostra. Além disso, 5 dos pacientes
apresentaram tumor de orofaringe, 7 de mucosa, 8 de palato e 6 de trigono
retromolar. Alguns pacientes (n=8) possuiam tumores pertencentes a mais de uma
localizacdo anatdbmica, sendo 3 de lingua e assoalho, 1 de mucosa e trigono, 1 de
assoalho e palato, 1 de lingua e trigono, 1 de lingua, palato e trigono e 1 de
lingua, assoalho e trigono. Para um dos pacientes (55) nao foi possivel obter a
localizagéo anatdmica exata do tumor.

Em relacdo a invasdo de linfonodos regionais, dos 60 pacientes com
informacéo disponivel, 36 (60,0%) apresentaram os linfonodos comprometidos e

24 (40,0%) ndo comprometidos.
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Dentre os pacientes onde foi possivel obter a informacdo sobre o grau de
diferenciacdo tumoral (n=56), apenas dois apresentaram tumores pouco
diferenciados (grau 1), 34 tumores moderadamente diferenciados (grau Il) e 20
tumores bem diferenciados (grau lll) (Tabela 1).

Com relacao ao tratamento, observou-se que a grande maioria dos pacientes
recebeu uma combinacdo de cirurgia e radioterapia (n=24), sendo poucos 0sS
pacientes submetidos a outras combinagcbes de tratamento: quatro deles a
quimio/radioterapia, um deles a uma combinagdo de cirurgia e quimioterapia e
novamente um apenas recebeu uma combinacdo de cirurgia, quimio e
radioterapia. Alguns pacientes receberam tratamento exclusivamente radioterapico
(n=17), exclusivamente cirtrgico (n=11) e exclusivamente quimioterapico (n=1).

Também pudemos observar que 28 pacientes foram a Obito em decorréncia
do tumor, o equivalente a 43,75% da amostra quando essa informacéo estava
disponivel (64 dos 74 pacientes).

O estudo foi aprovado pelos comités de ética dos centros de coleta
envolvidos (Hospital Erasto Gaertner, Hospital do Céancer de Londrina e Centro
Odontolégico Universitario Norte do Parand) e, também, pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP).

Foi realizada uma entrevista com cada doador que recebeu as informacdes
sobre os objetivos da pesquisa e o formulario para a assinatura do Consentimento
Informado (Anexos), para posterior coleta do material.

A cada individuo foi solicitado responder a um Questionario Padrédo (Anexos),
também aprovado pela Comissdo de Bioética da Universidade Estadual de

Londrina e pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Erasto Gaertner
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(Curitiba, PR), referente ao seu estilo de vida, local de nascimento, origem étnica

dos pais, idade, ocupacgdo e histéria familiar de céncer, entre outros, baseado

naquele proposto por CARRANO e NATARAJAN (1988).

As amostras do tecido tumoral e de sangue periférico de cada paciente foram

utilizadas na andlise de perda de heterozigose (LOH) na regido 9p como casos e

controles, respectivamente.

Tabela 1. Parametros histopatoldgicos e clinicos dos pacientes portadores de carcinomas bucais

Cédigo | Localizagdo | Tamanho | ILR | Diferenciacéo Tratamento Obito
(cm)

1 Lingua 4,5 Sim - Quimio/radioterapia Sim

2 Lingua 4,0 Sim Grau ll Cirargico/radioterapia Sim

3 Trigono 4,0 Sim - Radioterapia Sim
retromolar

4 Trigono 3,0 Sim Grau ll Cirargico/radioterapia N&o
retromolar

5 Mucosa e 6,0 Nao - Radioterapia Sim

trigono

6 Lingua 5,0 Sim Grau lll Radioterapia Sim

7 Mucosa 7,0 Sim - Quimioterapia Sim

8 Lingua 4,0 N&o - Cirargico/radioterapia N&o

9 Assoalho 4,0 Sim Grau ll Cirargico/radioterapia N&o

10 Lingua 15 Sim - Cirurgico Sim

11 Lingua e 3,0 N&o - Cirurgico N&o
Assoalho

12 Trigono 2,5 Sim - Cirurgico N&o
retromolar

13 Orofaringe 4,0 Sim - Radioterapia Sim

14 Orofaringe 3,0 Sim Grau lll - N&o

15 Lingua 3,0 Sim Grau Il Cirlrgico/radioterapia Sim

16 Mucosa 3,0 Sim Grau lll Cirlrgico/radioterapia N&o

17 Lingua 4,5 Sim Grau lll Radioterapia Sim

18 Palato 4,0 N&o Grau ll Radioterapia N&o

19 Trigono 2,0 - Grau ll - N&o




34

retromolar

20 Palato - N&ao Grau lll Cirurgico N&o
21 Palato 3,0 N&o Grau lll Radioterapia N&o
22 Assoalho e 3,5 Sim Grau lll Cirurgico/radioterapia Sim

palato
23 Palato 6,0 Sim Grau lll Quimio/radioterapia N&o
24 Assoalho 15 - Grau Il - N&o
25 Mucosa 2,5 N&o Grau ll Cirurgico/radioterapia N&o
26 Assoalho 1,0 Sim Grau ll Cirurgico/radioterapia Sim
27 Lingua 4,0 Sim Grau lll - Sim
28 Palato 3,0 N&o - Cirargico N&o
29 Orofaringe 7,0 Nao - Quimio/radioterapia N&o
30 Palato 8,4 Sim - Cirargico/radioterapia N&o
31 Lingua 7,0 N.A. - Radioterapia Sim
32 Assoalho 1,2 N&o Grau lll Cirargico/radioterapia N&o
33 Lingua 2,0 N&o Grau ll Cirargico/radioterapia N&o
34 Lingua 2,0 N&o Grau ll Cirargico/radioterapia N&o
35 Palato 2,0 Sim Grau ll Quimioterapia Sim
36 Lingua 3,0 N&o - Cirargico/radioterapia N&o
37 Mucosa 2,0 N.A. Grau ll Radioterapia Sim
38 Lingua 15 N&o Grau Il Cirurgico N&o
39 Assoalho 3,0 Sim Grau ll Cirargico/radioterapia Sim
40 Assoalho 3,0 N.A. Grau ll Cirdrgico/radioterapia Sim
41 Lingua e - - Grau ll -

Assoalho

42 Lingua - Sim Grau ll Radioterapia Sim
43 Lingua e 6,5 Sim Grau ll Radioterapia Sim

trigono
44 Lingua 2,0 Sim Grau ll Radioterapia Sim
45 Lingua, 4,5 N&o Grau lll Cirargico/radioterapia N&o

palato e

trigono
46 Assoalho 4,5 Sim Grau ll Cirargico/radioterapia Sim
a7 Assoalho 4,0 Sim Grau ll Cirargico/radio/quimio N&o
48 Assoalho 5,0 Sim Grau ll Radioterapia Sim
49 Trigono - - Grau ll - -
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retromolar
50 Assoalho 2,0 Sim Grau Il - Nao
51 Assoalho 2,5 Sim Grau Il - N&o
52 Assoalho 3,0 N&o Grau ll Radioterapia N&o
53 Orofaringe 15 N&o Grau | Cirargico/radioterapia Sim
54 Assoalho e 1,0 N&o Grau ll Radioterapia N&o

lingua

55 - 6,0 Sim Grau llI Quimio/radioterapia Sim
56 Assoalho 3,0 N&o Grau lll Cirargico Sim
57 Lingua 4,0 N&o Grau ll Cirtrgico/radioterapia N&o
58 Lingua - - - - -
59 Trigono 5,0 - Grau ll - -

retromolar
60 Mucosa 3,0 N&o Grau lll Cirargico N&o
61 Lingua 5,0 - Grau Il - -
62 Palato - - - - -
63 Lingua - N&o Grau llI Cirargico/quimioterapia | N&ao
64 Lingua, - - - - -

assoalho e

trigono

65 Lingua 2,0 N&ao Grau llI Cirargico/radioterapia Nao
66 Assoalho 3,0 Sim Grau ll Cirargico/radioterapia Néao
67 Lingua 1,0 - Grau llI Cirurgico -
68 Assoalho - Sim Grau | Cirargico/radioterapia N&o
69 Lingua - - - - -
70 Assoalho 3,0 Sim Grau ll Cirargico N&o
71 Mucosa 3,0 N&o Grau lll Cirargico/radioterapia Sim
72 Lingua - Sim Grau Il Cirurgico -
73 Mucosa 4,0 Sim Grau ll Radioterapia Sim
74 Mucosa 2,5 Sim Grau lll Radioterapia N&o

Legenda: ILR: invaséo de linfonodos regionais; N.A.: ndo avaliaveis; Grau I: pouco

diferenciado; Grau Il: moderadamente diferenciado; Grau lll: bem diferenciado.
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4.2 COLETAS DO SANGUE PERIFERICO E DO TECIDO TUMORAL

As coletas de sangue foram realizadas através de puncgéo intravenosa com
agulhas e seringas descartaveis estéreis. De cada individuo foram coletados cerca
de 10 mL de sangue periférico, os quais foram imediatamente colocados em tubos
estéreis contendo 1,75 mL de solugdo anticoagulante ACD (0,016M de &cido
citrico; 0,068M de citrato de sodio; 0,081M de glicose, previamente autoclavados),
rotulados e mantidos a 4°C até o processamento.

As amostras do tecido tumoral foram coletadas pelo médico responsavel, que
encaminhou um fragmento para a analise histopatolégica para confirmar a
presenca de malignidade e outro fragmento era destinado ao nosso estudo. Estes
eram colocados em frascos estéreis e estocados em condi¢des ideais de
temperatura e conservacao (-80°C) para posterior extracdo do DNA.

A analise histopatoldgica foi realizada com coloracdo HE de rotina, para
confirmacédo das suspeitas clinicas. A classificacao histopatologica dos tumores foi
realizada de acordo com o0s critérios internacionais estabelecidos pela
Classificacdo Internacional de Tumores (WHO). O estadiamento clinico foi

determinado de acordo com o estadiamento TNM do cancer.

43 - EXTRACAO DO DNA GENOMICO DE AMOSTRAS DE SANGUE

PERIFERICO

O método para o isolamento do DNA foi escolhido com a finalidade de

originar DNA de alto peso molecular e consiste, basicamente, no rompimento
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mecanico e/ou enzimatico dos tecidos, extracdo das proteinas e &cidos graxos
pela acdo de solventes quimicos e precipitacdo do DNA com etanol.

O DNA genbmico foi extraido pelo método salting out segundo BIGNON e
FERNANDEZ-VINA (1997), com modificagdes. Cerca de 10 mL de sangue
periférico foram centrifugados com tampao de lise para células vermelhas RCLB
1X (obtido da solugéo estoque 10X concentrada: 12,1 g de Tris; 110,2g de MgCly;
5,8 g de NaCl e 4gua destilada) a 13000 rpm por 2 minutos. Este processo foi
repetido até a obtencdo de um bot&o de glébulos brancos que foi incubado a 60° C
por 40 minutos, juntamente com 80 ul de tampé&o proteinase K 5X, 40 ul de uma
solucdo de proteinase K (10 mg/mL), 20 ul de SDS 20% e 240 ul de agua
ultrapura. Em seguida, foi adicionado NaCl para a precipitacdo protéica,
aproveitando-se somente o sobrenadante, onde estda o DNA. Aplds nova
centrifugacéo, foi realizada a precipitacdo do DNA com a adi¢ao de etanol. Ao final
do processo, a amostra de DNA foi ressuspendida em 50 ul de agua ultrapura e

armazenada a —20° C até o momento da amplificacdo por PCR.

4.4 - EXTRACAO DO DNA DE AMOSTRAS DE TECIDO TUMORAL

O tecido tumoral foi descongelado e posteriormente fragmentado com o
auxilio de tesouras, pincas e bisturis estéreis. Para a obtencdo de DNA de alto
peso molecular, foi seguido o protocolo de extracdo manual pelo método de Fenol-

Cloroférmio.
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Foram adicionados a um tubo de microcentrifuga os fragmentos do tecido
tumoral, 80uL de tampéao da proteinase K 5X, 40uL de proteinase K (10mg/mL),
20uL de SDS 20% e 240uL de agua ultrapura e esse conjunto foi homogeneizado
em agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi incubado no bloco de aquecimento
a 60°C por 30 minutos, deixando-se atingir a temperatura ambiente antes de
prosseguir com a metodologia. Foram adicionados na sequéncia 500 uL de fenol
saturado pH 8,0 e 400 pL de cloroférmio, homogeneizando manualmente varias
vezes. Apés isso, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Na
sequéncia foram adicionados a ele 50 uL de acetato de sddio 3M e 1 mL de etanol
absoluto para a precipitacdo do DNA. Caso precipitasse pouco DNA, a amostra
era incubada a -20°C por uma hora. Esse novo tubo era centrifugado a 13.000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida, foram adicionados 500
ML de etanol 70% e o tubo foi invertido gentilmente varias vezes, para lavar o
DNA, antes de uma nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o tubo colocado em bloco de aquecimento a 55°C
por 10 minutos para que o DNA secasse.

Apos esse tempo, a amostra de DNA foi ressuspendida em 30 a 50 pL de
agua ultrapura e retornou ao bloco de aquecimento a 95°C por 10 minutos, para
gue a solucdo de DNA ficasse homogénea. ApGs atingir a temperatura ambiente, a

amostra de DNA foi armazenada a -20°C.
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4.5 - QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE DNA

Para a quantificacdo das amostras de DNA, foi utilizado o espectrofotdmetro
Gene Quant pro (RNA/DNA calculator). A leitura para quantificacdo e pureza é
procedida em comprimentos de onda de 260 e 280 nan6metros (nm). Para uma
amostra de DNA ser considerada pura, a razdo da densidade 6ptica OD260/ODz2g0
deveriq estar entre 1,6 e 1,8. Apdés a leitura, obtém-se a razdo entre as

absorbancias e subsequientemente a concentragdo de DNA em pg/ml.

4.6 - AMPLIFICACAO DO DNA - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
(PCR)

A PCR é uma técnica que envolve a sintese enzimatica “in vitro” de varias
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA
polimerase. Esta reacdo se baseia no pareamento e extensdo enzimatica de um
par de oligonucleotideos (moléculas de DNA fita simples), usados como
iniciadores que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacao.
Estes iniciadores séo sintetizados quimicamente, de maneira que suas sequéncias
de nucleotideos sdo complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a
regidao alvo. Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturacdo, pareamento e
extensdo. A desnaturagdo consiste na separacao das fitas duplas de DNA, através
de uma elevacédo da temperatura para 92° a 95° C. Na etapa de pareamento, a
temperatura é rapidamente reduzida para cerca de 55° C, dependendo do

tamanho e da sequéncia do iniciador utilizado, o que ira permitir a hibridacdo DNA-
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DNA de cada iniciador com as sequUéncias complementares que flanqueiam a
regido alvo. Em seguida a temperatura é elevada para 72° C para que a enzima
DNA polimerase realize a extensédo, envolvendo a adicdo de nucleotideos e
utilizando como molde a seqiéncia - alvo, de maneira que se realize uma copia
desta (FERREIRA e GUATTAPAGLIA, 1998).

Neste trabalho, a técnica de PCR foi utilizada para a amplificacdo dos
marcadores de microssatélites em regides especificas do braco curto do
cromossomo 9. Foram utilizados iniciadores especificos marcados com
fluorescéncia para os marcadores de microssatélites do cromossomo 9.
Informacdes sobre a localizacdo, tamanho do fragmento, frequéncia de
heterozigosidade e o fluorocromo utilizado para cada marcador de microssatélite
deste estudo encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Marcadores microssatélites utilizados

Heterozigose
Marcador Localizacéo (Genome Database) Fluorocromo
D9S171 9p21 0,8043 6-FAM
D9S200 9p21 0,8300 HEX
D9S1748 9p21 0,8700 HEX
D9S169 9p21 0,8386 6-FAM
D9S1749 9p21 0,9400 6-FAM
D9S157 9p22-9p23 0,8494 HEX

Testes de padronizacdo foram realizados com iniciadores ndo marcados

antes da amplificagdo com os iniciadores marcados. Todos os produtos de
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amplificagéo foram obtidos utilizando as mesmas condi¢des, conforme descrito na
sequéncia.

10 pL de volume de reagao contendo:

1) 160 ng de DNA molde

2) 5 pM de cada iniciador

3) 1250 puM de cada desoxinucleotideo trifosfatado

4) 1 pL de tampéo de reacao

5) 15mM de MgCl,

6) 1U de DNA Tag polimerase Platinum

7) Agua ultrapura para completar o volume final.

As amplificacdes foram realizadas em ciclos como se segue: 96 C° por 5
min; 30 ciclos de 96 C° por 20 segundos, 55 C° por 30 segundos e 72 C° por 40
segundos; 72 C° por 20 min, usando termociclador Eppendorf Mastercycle
Gradient.

Os produtos de PCR foram primeiramente analisados em gel de agarose
2% corado com brometo de etideo para avaliar a presenca e especificidade do
produto amplificado para cada marcador, bem como a intensidade da banda.

Em seguida, rea¢gbes de PCR foram realizadas utilizando-se os iniciadores
marcados com fluorocromo para a posterior andlise pelo Software, uma vez que
os sequenciadores de DNA automatizados possuem um sistema de deteccao para
marcadores fluorescentes e tém permitido a deteccdo de repeticbes de

dinucleotideos para a determinacdo da perda alélica (CAWKWELL et al., 1993).
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Inicialmente, cada microssatélite foi amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), nas mesmas condi¢cbes apresentadas anteriormente, também
com o termociclador Eppendorf Mastercycle Gradient.

Apés a amplificacdo por PCR, o numero das amostras e as condi¢des de
corrida foram passadas ao computador para a posterior andlise. Em seguida, a
placa de injecdo contendo as amostras foi montada. Para isso, preparou-se
primeiramente 0 Mix Loading Solution, uma solucdo contendo 999 uL de agua
ultrapura e 1 pyL de TWEEN 20, com uma pequena centrifugagdo antes de
prosseguir. Desta solugdo foram selecionados 785,4 uL e passados para outro
tubo de microcentrifuga. Neste ultimo foram adicionados 30,6 pL do marcador
molecular e centrifugado. Na sequéncia, 98 uL da solugéo foram acondicionados
na fileira 1 da placa de injecdo e 8 pL distribuidos nos demais pogos,
completando-se com 2 uL do produto de PCR, totalizando 10 uL por pogo.

As amostras contidas na placa foram entdo desnaturadas a 94°C por 3
minutos e acondicionadas no gelo para que ndo renaturassem. Apés uma pré-
corrida, a placa era entdo levada ao sequenciador MEGABACE 1000 previamente
programado para genotipagem.

As condi¢bes de corrida foram: injecdo a 3KV por 80 segundos e corrida a
8KV por 80 minutos. Apés a eletroforese na presenca do marcador padréo ET-
ROX 400 (Amershan Biosciences), os produtos de PCR foram detectados e

analisados pelo Software Fragment Profiler 2.1 (Amershan Biosciences).
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4.7 - ANALISE DE PERDA DE HETEROZIGOSE (LOH)

Primeiramente foram analisados, para o0s marcadores microssatélites
polimorficos do cromossomo 9 (Tabela 2), o DNA obtido do sangue periférico de
cada paciente para a identificacdo de alelos informativos (presenca de alelos que
apresentem uma diferenca de tamanho superior ou igual a 4pb, conforme SHEN et
al., 2000). Os marcadores que se mostraram informativos para cada paciente
foram, em seguida, avaliados quanto a perda de heterozigose (diferenca de
tamanho ou auséncia de um dos alelos no tecido tumoral quando comparado ao
DNA normal) no tecido tumoral. As amostras cujos marcadores apresentaram-se
homozigotos na andlise do sangue periférico foram consideradas nao informativas
para aquele marcador especifico.

Os iniciadores diretos de cada par estavam marcados com um dos dois
fluorocromos (HEX ou 6-FAM). Os tamanhos alélicos e a avaliacdo da perda de
heterozigose foram determinados pela separacédo dos produtos de PCR

A analise de LOH foi realizada através das alturas dos picos obtidos no

sequenciador, obedecendo-se a seguinte relacdo matematica:

Altura do pico do alelo normal 2

Altura do pico do alelo normal 1

LOH =

Altura do pico do alelo tumoral 2

Altura do pico do alelo tumoral 1
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Sendo o alelo 1 aquele que possui menor tamanho em pares de bases, e 0
alelo 2 aquele que possui maior tamanho em pares de bases, um valor de LOH <
0,6 indica que a amostra tumoral apresenta significativa perda do alelo de maior
tamanho, enquanto que um valor de LOH = 1,6 indica que a amostra tumoral
apresenta perda do alelo de menor tamanho.

Resultados duvidosos levaram a repeticdo ou exclusdo das amostras. Todos
os célculos de perdas de heterozigose foram confirmados utilizando-se
adicionalmente os valores das areas dos picos dos alelos como parametro
adicional em novo calculo. Foram consideradas como tendo LOH apenas as
amostras com valores inclusivos em ambos os célculos realizados (Figura 1).

Figura 1: Exemplos da andlise no Software Fragment Profiler

a) C08 Gustavo_05dez2006Run01 52S_3
| 13869.0
10000 7086.2
130
5000
0 . A, . . .
120 130 140 150 160
D9S157
b) F06 Ro_Gus_26set2006Run01 15S_3
8000 1 9832.0
6000 1 5619.9 PS
128 5661.0
4000+ /J\/ 2645.4
2000+ 142
: . ALV, JAWIATA .
120 130 140 150
D9S157
A06 Gustavo_05dez2006Run01 15T_3
14241.0 'Y
10000 7173.7 10250.0
128 4987.6
5000 1 142

120 130 140 150

D9S157
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C) H10 Ro_Gus_26set2006Run01 55S_3
3000 3601.0
1828.0
2000 132 a
10 il A/\ rar
; B I o NS |
130 140 150
D9S157
C11 Gustavo_05dez2006Run01 55T_3
1500
1676.0
852.6
1000 132
500
0 . J\ . _R
120 130 140 150
D9S157

Legenda: a) Amostra de um homozigoto (ndo informativo); b) Amostra de um heterozigoto
em que ndo houve perda alélica no tumor; c) Amostra de um heterozigoto em que houve

perda de heterozigose no tumor.

4.8 - ANALISES ESTATISTICAS

O teste do Qui-quadrado (x?) e a andlise de variancia foram aplicados com
0 objetivo de verificar se as perdas de heterozigose encontradas nas regides do
cromossomo 9 analisadas estdo relacionadas estatisticamente com o inicio e
progressao dos tumores de cavidade bucal, conforme as formulas apresentadas
por BEIGUELMAN (1988).

O teste do Qui Quadrado foi utilizado na comparacédo entre os parametros
histopatolégicos (invasdo de linfonodos regionais e grau de diferenciacdo do
tumor) e clinico (6bito) e a LOH observada nos marcadores microssatélites. O
teste foi realizado em tabelas de contingéncia 2X2, para se obter o valor do P. O
valor de P=0,05 foi adotado como limite de significancia.

A analise de variancia foi realizada para comparar as médias dos tamanhos

dos tumores com os resultados obtidos das perdas de heterozigose.
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5. RESULTADOS

A maior parte da amostra de pacientes analisada foi constituida de
individuos tabagistas. Destes, foi observado que 43,24% (n=32) tinham o habito
de consumir cigarro de palha, cachimbo ou mascar fumo, associados ou ndo ao
cigarro comum. O consumo de cigarro de palha foi o habito mais observado,
estando presente em 28 destes 32 pacientes. Além destes, um paciente fumava
cachimbo e outros dois consumiam fumo de mascar juntamente com o cigarro de
palha. Com relacdo ao habito da ingestdo de bebidas alcodlicas, 58 pacientes
(78,38%) consideraram-se consumidores frequentes. Dentre estes, 28 (48,27%)
disseram ser consumidores somente de destilados, quatro (6,89%) somente de
nao-destilados e 26 (44,83%) de ambos os tipos de bebidas alcodlicas (destiladas
e nao destiladas).

Além destes parametros, 39,19% dos pacientes (n=29) afirmaram ingerir
alimentos ou bebidas muito quentes, como chimarréo e café.

Quanto ao histérico familial de cancer, aproximadamente 40% (n=30) dos
pacientes disseram possuir pessoas aparentadas com historico de cancer, sendo
os tipos mais prevalentes os de cabeca e pescoco ou os relacionados ao trato

digestivo inferior.

5.1 - MARCADORES MICROSSATELITES POLIMORFICOS EM 9p

Foram analisados seis marcadores microssatélites polimérficos em 9p
(D9S157, D9S169, D9S200, D9S1748, D9S1749, D9S171) em amostras de DNA

tumoral e de sangue periférico de 74 pacientes (Tabela 3).
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Como apresentado na Tabela 3, o nUmero de marcadores microssatélites
analisados variou para cada paciente, em decorréncia de auséncia de
amplificagéo pela PCR de alguns marcadores e da escassez de DNA tumoral para
a realizacdo de todas as reacdes, especialmente para os ultimos locos analisados.

As frequéncias de heterozigotos da amostra em todos os seis marcadores

ficaram abaixo das descritas pelo "Genome Database - GDB" (http://www.gdb.orq)

(Tabela 4). Mesmo com essa discordancia, a amostra se mostrou informativa pela
presenca de LOH em todos os marcadores.

As freqiéncias de LOH encontradas nos casos informativos para cada um
dos seis marcadores analisados estdo descritas na Tabela 4. Em todos os locos
analisados foram encontradas freqiéncias de perdas de heterozigose, variando de
21,31% a 34,00% (Tabela 4).

Dos seis marcadores analisados, trés (D9S157, D9S200 e D9S169)
mostraram frequéncias de LOH superiores a 30%. O marcador D9S1749 foi o que
apresentou a menor frequéncia de LOH (21,31%) (Tabela 4). A andlise da
frequéncia de LOH em locos combinados também mostrou uma alta frequiéncia de
perda alélica, sendo: 42 pacientes (56,75%) apresentaram LOH em pelo menos
um dos locos; 20 pacientes (27,02%) tiveram LOH em pelo menos 2 dos locos; 9
pacientes (12,16%) tiveram LOH em pelo menos 3 dos locos e 5 pacientes (8%)
tiveram LOH em 4 locos. Nenhum paciente apresentou LOH em todos os locos
possiveis de serem analisados.

As frequéncias de LOH foram avaliadas em relagdo aos diferentes sitios
anatdbmicos dos tumores e observou-se que: dos 23 pacientes com tumores

exclusivamente de lingua que puderam ser avaliados com relacéo a presenca de


http://www.gdb.org)/
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perdas alélicas, 12 deles (52,17%) apresentaram perda em pelo menos um dos

locos analisados; dentre os 16 pacientes com tumores exclusivamente de

assoalho bucal, 9 (56,25%) apresentaram LOH em pelo menos um dos locos;

dentre os 5 pacientes com tumores de orofaringe,

todos eles (100%)

apresentaram LOH em apenas um dos locos analisados; dentre os 7 pacientes

com tumores exclusivamente de mucosa, 5 (71,43%) apresentaram LOH em pelo

menos um dos locos; dos 8 pacientes com tumores exclusivamente de palato, 4

(57,14%) apresentaram LOH em pelo menos um dos locos e dos 6 pacientes com

tumores exclusivamente de trigono retromolar, 5 (83,33%) apresentaram LOH em

pelo menos um dos locos analisados.

Tabela 3. Distribuicdo de homozigotos, heterozigotos, LOHs e casos ndo amplificados nos
seis marcadores microssatélites analisados nas amostras de tumores dos pacientes
portadores de carcinomas bucais.

AMOSTRA | D9S157 D9S200 D9S1748 | D9S1749 D9S171 D9S169
CB 01 LOH LOH LOH HET HOMOZIG LOH
CB 03 HET. HOMOZIG HOMO LOH HET HET
CB 05 LOH HET HET HOMOZIG | HOMOZIG HET
CB 07 LOH HOMOZIG | HOMOZIG LOH LOH LOH
CB 10 HET LOH LOH LOH HOMOZIG | HOMOZIG
CB 11 HOMOZIG HET LOH LOH LOH LOH
CB 12 HOMOZIG HET HET HET HOMOZIG LOH
CB 14 HET HOMOZIG | HOMOZIG HET HET HET
CB 15 HET HET HOMOZIG HET LOH HOMOZIG
CB 16 HOMOZIG LOH HOMOZIG HET HET HET
CB 17 HET HOMOZIG HET HET HET HET
CB 19 HOMOZIG LOH HOMOZIG HET HET LOH
CB 21 HOMOZIG HET HET LOH HET HOMOZIG
CB 22 HET HET LOH HOMOZIG HET HOMOZIG
CB 23 HET HET HOMOZIG | HOMOZIG | HOMOZIG | HOMOZIG
CB 24 HET LOH HOMOZIG LOH HOMOZIG HET
CB 25 HET HET HOMOZIG HET HET HET
CB 26 LOH HET | ----mome-- HET | =seemmcemeee | cmeceoeee-
CB 28 HOMOZIG | HOMOZIG HET LOH HET | -
CB 29 HET LOH | - HET HOMOZIG | HOMOZIG
CB 30 HOMOZIG HET HOMOZIG | HOMOZIG HET HET
CB 31 HET LOH HET LOH LOH LOH
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CB 32 LOH LOH HOMOZIG HET LOH LOH
CB 33 HOMOZIG HET HET HET HOMOZIG | HOMOZIG
CB 34 HET HOMOZIG HET HET HET HOMOZIG
CB 35 HOMOZIG LOH HOMOZIG HET LOH LOH
CB 36 HOMOZIG HET HET HET HOMOZIG | HOMOZIG
CB 38 HET HET HET HET HOMOZIG HET
CB 39 LOH HET HET HET HET HOMOZIG
CB 40 HET HOMOZIG HET HET HET HET
CB 41 HOMOZIG LOH HOMOZIG HET HET LOH
CB 43 LOH HOMOZIG | ----------- LOH —

CB 47 HET LOH HOMOZIG HET HET LOH
CB 49 LOH HOMOZIG | HOMOZIG HET HET HET
CB 52 HOMOZIG HET HET HOMOZIG HET HET
CB 54 LOH LOH HOMOZIG HET LOH HOMOZIG
CB 55 LOH HET HOMOZIG HET HOMOZIG | HOMOZIG
CB 58 HOMOZIG HET HOMOZIG | HOMOZIG | -=-======= | ===m-mee-
CB 61 HOMOZIG LOH HET HET HET HET
CB 62 HET HET LOH HET LOH HOMOZIG
CB 63 HET HET HOMOZIG HET HOMOZIG HET
CB 64 LOH HOMOZIG HET LOH HET HOMOZIG
CB 65 HET HET HOMOZIG | HOMOZIG HET HOMOZIG
CB 67 HOMOZIG | HOMOZIG HET HET HET HOMOZIG
CB 68 HET HET HET HET HOMOZIG HET
CB 69 LOH HET HET HET HOMOZIG HET
CB 70 HOMOZIG HET HOMOZIG HET HOMOZIG | HOMOZIG
cB71 | - LOH | --=mmmeee- HET | - LOH
CB 73 HET HET HOMOZIG HET HOMOZIG | HOMOZIG
CB 74 HET HET HET HET HET HOMOZIG
CB 75 LOH HET HOMOZIG | HOMOZIG | HOMOZIG | HOMOZIG
CB76 | - HOMOZIG LOH HOMOZIG HET | -----mme--
CB77 | —ememememe | emmemeeeee- LOH HOMOZIG HET HOMOZIG
CB 79 LOH | - HOMOZIG HET HOMOZIG HET
O e e i HET | —-memeeeem | mommoeees
CB 83 HOMOZIG | -----mmmmomm | —ommmeeee- HET ---

CB 84 HET HOMOZIG HET HOMOZIG HET HET
18CO HET HET HOMOZIG HET LOH LOH
22CO HET LOH LOH HET HOMOZIG HET
23CO HET LOH HET HET HOMOZIG | HOMOZIG
24CO HOMOZIG | HOMOZIG HET HET HET HET
28C0O LOH HET HOMOZIG LOH HOMOZIG | HOMOZIG
32CO LOH HET HET HET HET HET
35C0O HET | - HOMOZIG HET HOMOZIG |  ---—-----
38CO HET HOMOZIG |  --------- HOMOZIG | ----m-mm-mm | -momeeee-
41CO HET HOMOZIG HET HET HOMOZIG HET
43CO HET |  =smeememe | ememceoeee- HET HOMOZIG | -----------
45CO HET | - HOMOZIG LOH HET HET
47CO HET HET HOMOZIG HET HET HET
49CO HET HET HOMOZIG HET HET HET
50CO HOMOZIG HET HET HOMOZIG HET HOMOZIG
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52CO LOH LOH LOH LOH |HOMOZIG | HET
53CO HET HET | - HET | - HET
e I LOH S —
N total 69 66 65 74 65 63

Legenda: HOMOZIG= homozigoto; HET=heterozigoto; LOH= perda de heterozigose; - =
auséncia de resultado.

Tabela 4. Frequéncias de Heterozigose e das perdas de Heterozigose obtidas nos seis

marcadores microssatélites em 9p

Marcador Pacientes Heterozigose Heterozigose LOHs
microssatélite analisados (amostra) (GDB) obtidas
em 9p (N) (%) (%) (%)
1. D9S157 69 72,46 84,94 34,00
2. D9S200 66 75,75 83 34,00
3. D9S1748 65 53,85 87 28,57
4. D9S51749 74 82,43 94 21,31
5. D9S171 65 61,54 80,43 22,50
6. D9S169 63 61,90 83,86 30,77

Legenda: GDB: Genome Data Base; LOHSs: perdas de heterozigose.

5.2 - ANALISE DE PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS E CLINICO

Foi realizada a andlise entre os parametros histopatolégicos (tamanho do
tumor, invasédo de linfonodos regionais e grau de diferenciacdo do tumor) e clinico
(6bito) dos pacientes e a presenca ou auséncia de LOH. Foram incluidos somente
0s pacientes que possuiam a informacéo referente ao parametro em questdo com
material em condicdo de ser amplificado para o marcador microssatélite, o que
determinou uma variacdo do nimero amostral (Tabelas 5, 6, 7, 8 € 9).

A Tabela 5 apresenta as médias dos tamanhos dos tumores dos pacientes
com e sem LOH para os seis marcadores analisados. A analise da variancia,

aplicada as informacgfes desta tabela, ndo demonstrou diferencas estatisticamente
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significativas (Tabela 6). O teste de Bartlett, para avaliar a homogeneidade das

variancias, apresentou um valor néo significativo, igual a: x*u1corr. = 4,09; P>0,95.

Tabela 5. Médias dos tamanhos dos tumores e nimero de pacientes com e sem LOH

para os seis marcadores microssatélites em 9p

Marcador Médias e desvios Numero de pacientes
Com LOH Sem LOH Com LOH Sem LOH
X+ DP X+ DP
D9S157 3,44+1,79 3,65+1,55 13 26
D9S200 3,73+1,77 3,68+1,48 15 27
D9S1748 3,72+1,46 3,73+1,76 9 23
D9S1749 3,52+1,46 3,63+1,79 9 41
D9S171 3,56+1,50 3,44+1,86 8 28
D95S169 4,23+2,00 3,61+1,53 11 22

Legenda: LOH: perda de heterozigose.

Tabela 6. Andlise da variancia para a comparacao das médias dos tamanhos dos tumores

dos pacientes com e sem LOH nos seis marcadores microssatélites em 9p

Variac&o G.L. SQ S°X F G.L. P
Entre com e 1 0,33 0,33 0,12 1;220 P>0,05
sem LOH
Entre 5 2,67 0,53 0,18 5:220 P>0,05
marcadores
Interacéo 5 3,06 0,61 0,21 5,220 P>0,05
E.T.G. 11 6,06 0,55 0,19 13;220 P>0,05
Residuo 220 628,25 2,86
Total 231 634,31

Legenda: LOH: perda de heterozigose.

O numero de pacientes com e sem LOH que tinham grau Il ou Ill de
diferenciacdo tumoral e que foram a Obito apresentou-se homogeneamente
distribuido tanto quando cada marcador foi analisado isoladamente como quando

os resultados foram analisados em conjunto (grau de diferenciagéo tumoral: x 2=
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0,476; P>0,30 e dbito: x %,=1,36; P>0,20), como podemos observar nas tabelas 7 e

8.

Tabela 7. Numero de pacientes com e sem LOH e com graus |l e Il de diferenciacdo

tumoral nos seis marcadores analisados e resultados do teste do x2 de homogeneidade

D9S157 D9S200 D9S1748 D9S1749 D9S171 D9S169 TOTAL
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH
Grau Il 9 15 6 17 4 11 5 22 4 14 4 13 32 92
Grau Il 3 9 5 8 3 7 4 12 3 6 3 6 21 48
Qui 1= ¥ %= 0,601 ¥ = x%=0254 %*1=0,389 %°:1=0289 x’=0476

guadrado 0.563
! P>0,30 0,034 P>0,50 P>0,50 P>0,50 P>0,30
P>0,30 P>0,80

Legenda: LOH: perda de heterozigose

Tabela 8. NUumero de pacientes com e sem LOH e com e sem ocorréncia de 6bito nos

seis marcadores analisados e resultados do teste do x2 de homogeneidade

D9S157 D9S200 D9S1748 D9S1749 D9S171 D9S169 TOTAL

Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem

LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH

Com 5 9 8 14 5 11 6 16 3 12 7 8 34 70
6bito

Sem o6bito 10 17 7 14 3 13 5 24 5 16 4 14 34 98

Qui % %=0,007 % %=0,045 y%=0,667 7y *=0,74 7 *=0,07 14=2,20 % *=1,36
quadrado

P>0,90 P>0,80 P>0,30 P>0,30 P>0,70 P>0,10 P>0,20

Legenda: LOH: perda de heterozigose

A mesma analise para o parametro invasdo de linfonodos regionais se

mostrou estatisticamente significativa para a analise conjunta dos dados dos seis
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marcadores analisados (Tabela 9), indicando que o nimero de pacientes com e
sem LOH e com e sem invasdo de linfonodos regionais ndo se distribuem
igualmente.

Tabela 9. Niumero de pacientes com e sem LOH e com e sem invasdo de linfonodos

regionais nos seis marcadores analisados e resultados do teste do x2 de homogeneidade

D9S157 D9S200 D9S1748 D9S1749 D9S171 D9S169 TOTAL

Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem

LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH

Com ILR 8 13 10 17 5 12 9 20 6 14 9 13 47 89

Sem ILR 7 12 5 8 3 10 2 16 1 12 1 10 19 68

Qui % %=0,006 %%=0,008 Y %=0,152 ¥ %=2,456 ¥ *=2,349 y%=3512 ¥ *1=4,121

guadrado
P>0,90 P>0,90 P>0,50 P>0,10 P>0,10 P>0,05 P<0,05

Legenda: ILR: invaséo de linfonodos regionais; LOH: perda de heterozigose.
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6. DISCUSSAO

O carcinoma de células escamosas se constitui na neoplasia de cabeca e
pesco¢co mais comum, registrando um tempo de vida livre de doenca reduzido.
Além disso, apresenta grande morbidade devido aos defeitos de face decorrentes
dos procedimentos cirdargicos e radioterdpicos (RAI et al.,, 2004). Apesar de sua
importancia, em comparacao a outras neoplasias humanas, pouco se conhece
sobre as bases moleculares de seu desenvolvimento e ainda n&o foram descritos
marcadores genéticos bem definidos que contribuam na determinacdo do
progndstico e na melhoria da conduta terapéutica.

Perdas de heterozigose (LOH) tém sido relatadas em muitos tipos de
canceres, incluindo os carcinomas de cabeca e pescoc¢o, uma vez que delecdes
somaticas envolvendo regides cromossémicas especificas podem estar
associadas a inativacao alélica de um gene supressor tumoral (REIS et al., 2002;
BALDWIN et al.,, 2005; NUMASAWA et al., 2005). Considerando-se que na
carcinogénese de boca, muitos genes supressores de tumor podem nao ter sido
determinados até o momento, a identificacdo de regides com LOH pode contribuir
para o mapeamento dos mesmos (ARAI et al., 2001). Além disso, de acordo com
PEREZ-ORDONEZ et al. (2006), a analise de LOH, conjuntamente com outros
marcadores, pode ser um importante fator na predicdo de risco de progressao
tumoral quando se avalia lesdes pré-cancerosas, desenvolvimento de tumores
secundarios e obito.

Muitas regides gendmicas vém sendo estudadas nos carcinomas bucais e

relacionadas a possiveis locos de genes envolvidos com o processo tumoral.
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YAMAMOTO et al. (2001) sugerem o envolvimento do cromossomo 21 (21q)
nestas neoplasias, afirmando que a avaliacdo de LOH nesta regido pode ser um
marcador Gtil na determinagcdo do potencial de recorréncia tumoral. REIS et al.
(2002) sugerem que 0 cromossomo 22 (22g) possa conter genes supressores
especificos para diferentes localiza¢cdes anatdmicas dos tumores de cabeca e
pescoco, incluindo a regido bucal, e que alteracées nestas regides poderiam ter
uma relevancia clinica e prognéstica. NUMASAWA et al. (2005) acreditam que a
frequéncia de LOH por eles observada em 2q indica a presenca de genes
candidatos a supressores tumorais em 2q14-21 e 2q36, dados que corroboram os
de YAMAMOTO et al. (2003).

Diversos estudos tém considerado a regidao 9p como um ponto de dele¢cdes
frequentes em diferentes tipos de tumores, inclusive nos de cabeca e pescoco, por
apresentar alta freqiiéncia de perdas de heterozigose. Segundo VAN DER RIET et
al. (1994) e ROSIN et al. (2000), LOH em 9p pode ser um evento inicial em
neoplasias escamosas de cabeca e pescoco, sendo observada inclusive em
lesBes pré-neoplasicas. Mais especificamente, a regido cromossémica 9p21 esta
envolvida em inversdes cromossomicas, translocacdes, perdas de heterozigose e
delecbes em uma variedade de tipos de tumores como gliomas, tumores de
pulm&o, leucemias e melanomas. Dele¢cdes em marcadores de microssatélite em
9p21 sdo encontradas em mais da metade dos melanomas. Estes resultados
sugerem que a regiao 9p21 contém um ou mais genes supressores de tumor que
devem estar envolvidos na génese de diversos tipos de tumores (KAMB et.al.,
1994; NOBORI et. al.,, 1994). Um destes genes foi mapeado por SHAN et.al.

(2004). Estes autores mapearam o gene TUSC1 (Tumor Supressor Candidate 1)
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proximo ao marcador microssatélite D9S126, em uma regido que esta
frequentemente deletada em carcinomas de pulmé&o, no cromossomo 9p21.

Dados da literatura indicaram a sub-regido 9p21 como bastante importante
também no processo de formacgdo de tumores de cavidade bucal, principalmente
por conter os genes supressores de tumor CDKN2A e CDKN2B. A presenca
destes dois genes indica a possibilidade da perda da supresséo tumoral envolver
a inativacdo de um ou ambos os genes. Dele¢bes em 9p21 que removam ambos
0s genes (ou mutacdes que possam inativa-los) podem simultaneamente eliminar
duas das principais vias de controle da proliferagcdo celular (KAMB et.al., 1994).
Estes genes codificam proteinas inibidoras de ciclinas dependentes de quinases
(CDKIs), regulando negativamente a fase G1 do ciclo celular. Perdas de
heterozigose frequientes na regido 9p21 e a inativacdo conjunta do gene CDKN2A
por diferentes mecanismos tém sido descritas em carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescoco (PAPADIMITRAKOPOULOU, 1997). Além
destes, outros possiveis genes supressores podem estar presentes na regiao e,
de alguma maneira, estarem contribuindo na tumorigénese bucal.

Em muitos estudos que analisam LOH em tumores de cabeca e pescoco, 0s
diferentes sitios anatdmicos ndo sao distinguidos. Entretanto, sabe-se que o
comportamento bioldgico varia entre os diferentes tipos tumorais (boca, faringe e
laringe), sugerindo propriedades intrinsecas distintas. Segundo REIS et al. (2002),
isto se reflete no padréo de crescimento, comportamento clinico e prognostico, de
modo que os diferentes sitios anatdmicos ndo devem ser considerados como
entidade dnica. Por isto, no presente trabalho, foram analisadas amostras de

pacientes portadores de tumores primarios exclusivamente do tipo carcinoma de
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células escamosas de cavidade bucal, utlizando-se seis marcadores
microssatélites em 9p (D9S157, D9S1749, D9S1748, D9S200, D9S171 e D9S169)
(Tabela 2). Estes marcadores encontram-se mapeados nas sub-regides 9p21 e
9p22-23 do brago curto do cromossomo 9 que, como acima citado, séo candidatas
a conterem genes supressores tumorais.

As frequéncias de LOH encontradas neste trabalho para cada um dos seis
marcadores analisados estdo descritas na Tabela 4. Em todos os locos estudados
foram encontradas altas frequéncias de perdas alélicas, sendo todas superiores a
20%. Além disso, dos seis marcadores analisados, trés (D9S157, D9S200 e
D9S169) mostraram freqtiéncias de LOH superiores a 30%.

Em estudo com o objetivo relacionar diversas alteragdes genéticas, incluindo
mutacdes, delecdes, perdas de heterozigose, eventos de metilagcdo e outros, com
a etiologia de lesbes bucais cancerosas, KLESTY (2002) obtiveram, para LOH,
resultados bastante semelhantes aos apresentados no nosso trabalho. Os autores
analisaram o0s microssatélites D9S157, D9S1748 e D9S171 e obtiveram
freqiéncias de LOH de 42,1%, 35,0% e 82,4%, respectivamente. Em nossa
analise, D9S157 apresentou frequéncia de 34% e D9S1748 de 28,57%. Em
relacdo ao marcador D9S171, a frequéncia obtida foi de 22,5%, muito discrepante
dos 82,4% obtidos pelos autores citados. Porém, XIAO (2001), analisando o
mesmo microssatélite D9S171 em amostras de carcinomas de células escamosas
de cavidade bucal, encontraram uma freqtiéncia de 21,05%, muito semelhante aos
22,5% obtidos pelo nosso trabalho. Uma das razbes sugeridas para estas
diferencas seria a utilizacdo pelos primeiros autores de amostras de tumores de

cabeca e pescoco em geral, e ndo somente de tumores de cavidade bucal.
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Portanto, alteragdes nesse marcador microssatélite podem ser mais relevantes na
etiologia de tumores como de faringe ou laringe, ndo estando muito relacionadas
com cavidade bucal em si. Outras razdes possiveis seriam o tamanho da amostra
e diferencas metodoldgicas, uma vez que os autores citados utilizaram métodos
baseados em eletroforese em gel de poliacrilamida.

NAKANISHI (1999), analisando uma amostra de 34 casos informativos de
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, encontraram 18 (53%) de
pacientes com LOH em um ou mais locos observados. Com base nesses
resultados, duas regides comumente deletadas foram identificadas: 9p22, onde o
gene supressor de tumor IFNA ja havia sido mapeado, e a regido do microssatélite
D9S157, também em 9p22, telomérica ao loco do IFNA (Interferon alfa). Também
MAHALE (2000), em estudo com 11 microssatélites em pacientes portadores de
carcinoma de ceélulas escamosas, observaram 52% de LOH e, destas, 85%
estavam concentradas na regido 9p21-23, entre os marcadores D9S157 e
D9S161. Nossos resultados corroboram os acima descritos na literatura, indicando
a importancia da regidao 9p21-23 na etiologia do cancer bucal. Assim, podemos
afirmar que o gene IFNA é um forte candidato a supressor tumoral envolvido com
esses tumores, e além disso, nossos resultados nos permitem sugerir a existéncia
de outros genes supressores ainda néo clonados em 9p21-23.

Em outro trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa com a mesma
amostra de tumores de cavidade bucal, desta vez analisando LOH em 3p, também
foram observadas frequéncias elevadas de perdas alélicas, que variaram de
37,15% a 55,55% (LOSI-GUEMBAROVSKI, 2007). As frequiéncias observadas em

3p foram numericamente superiores aquelas obtidas em 9p, o que talvez possa
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indicar 3p como um hot spot na carcinogénese de cabeca e pescoco. Entretanto,
sabe-se que o desenvolvimento de um tumor ndo é um processo unico, mas sim
decorrente de alteracbes em varias regides gen6micas e, segundo os resultados
obtidos em nosso grupo, pode-se sugerir que ambas as regifes estudadas
possuem um papel relevante em tumores bucais.

A andlise dos parametros histopatoldgicos (tamanho do tumor, invasao de
linfonodos regionais e grau de diferenciagdo tumoral) e clinico (ocorréncia ou nédo
de 6bito) dos pacientes em funcado dos marcadores microssatélites foi realizada e
os resultados se encontram nas Tabelas de 5 a 9. A andlise da variancia realizada
para a comparacao entre as médias dos tamanhos dos tumores dos pacientes
com e sem LOH para os seis marcadores microssatélites ndo demonstrou
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 6). O niumero de pacientes com
e sem LOH com grau Il e lll de diferenciacédo tumoral e que foram a 6bito também
se apresentou homogeneamente distribuido de acordo com o teste do qui-
quadrado, tanto quando cada marcador foi analisado isoladamente (Tabelas 7 e
8), como quando os resultados foram analisados em conjunto. Com relacdo ao
grau de diferenciacdo tumoral, era esperada auséncia de diferenca estatistica
entre tumores moderadamente diferenciados e bem diferenciados. Entretanto, ndo
foi possivel uma comparacao entre tumores de grau | (pouco diferenciados) e grau
Il (bem diferenciados), devido ao baixo niumero amostral dos primeiros (n=2).

Entretanto, a analise conjunta dos resultados obtidos em todos os
marcadores microssatélites analisados para o parametro invasdo de linfonodos

regionais, apresentou um valor de qui-quadrado significativo (x*1=4,121, P<0,05),
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indicando que o nimero de pacientes com e sem LOH e com e sem invasdo de
linfonodos regionais nédo se distribuem igualmente. Isto pode indicar que a
inativacdo de genes localizados principalmente em 9p21 poderia ser um evento
mais tardio no processo de tumorigénese e que estes genes poderiam ainda estar
relacionados a um pior progndstico. Assim, poderiamos sugerir que 0s genes
CDKN2A e CDKN2B, localizados em 9p21, teriam uma funcdo relevante em
eventos mais tardios do processo de tumorigénese bucal. Entretanto, acreditamos
que estes achados devem ser confirmados para um melhor esclarecimento do
papel deste candidato a supressor tumoral na carcinogénese de boca,
especialmente devido ao baixo nimero amostral disponivel para a andlise desta
sub-amostra.

Como ja citado, para realizarmos as andlises entre o0s parametros
histopatoldgicos e clinico dos pacientes houve uma reducdo do niumero amostral
devido a falta de algumas informacdes. Assim, tanto a auséncia de significancia
estatistica para trés dos parametros analisados, quanto a presenca de
significancia para invasédo de linfonodos regionais, podem ter sido influenciadas
pela diminuicdo de poder estatistico, o que sugere cautela na avaliacdo dos
resultados apresentados. Porém, os mesmos devem ser reavaliados em amostras
mais consistentes pela relevancia que podem representar.

De maneira geral, nossos resultados sugerem que a regidao cromossomica 9p
esta envolvida com o desenvolvimento de carcinomas da cavidade bucal e que as
sub-regibes estudadas, por terem apresentado frequéncias elevadas de LOH
guando comparadas a outros estudos descritos na literatura, podem conter genes

supressores tumorais ainda desconhecidos, envolvidos na etiologia e na
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progressédo desta doenca. Além disso, em funcdo da alta taxa de LOH em dois dos
seis marcadores (superior a 50%), podemos sugerir que os genes IFNA, CDKN2A
e CDKN2B séo dois fortes candidatos a supressores tumorais correlacionados ao

surgimento de carcinomas bucais.
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7. CONCLUSOES

Com base na amostra analisada neste trabalho, podemos concluir que:

Nossos resultados sugerem que a regido cromossémica 9p esta envolvida
com o desenvolvimento dos carcinomas de cavidade bucal;

As regides estudadas, compreendidas entre 9p21 e 9p23, por terem
apresentado frequéncias altas de perdas de heterozigose, podem conter
genes supressores de tumor ainda desconhecidos envolvidos nesta
neoplasia;

Pelo mesmo motivo acima, sugerimos que os genes CDKN2A e CDKN2B
(mapeados em 9p21) e IFNA (9p22) estejam envolvidos no
desenvolvimento do céancer bucal,

As andlises entre os parametros clinico-histopatoldgicos dos pacientes e os
marcadores microssatélites, devido a significancia estatistica para invasao
de linfonodos regionais, sugerem que genes localizados na regido 9p21
estejam correlacionados com a evolucdo da doenca. Salientamos, porém,

gue este resultado deve ser corroborado por novos estudos.
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9. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO

CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo. Entendo que serei
entrevistado e submetido a uma avaliacéo laboratorial (exame de sangue e, onde
couber, coleta de material da lesdo). Fui informado de que ndo estou correndo
nenhum risco ao fazer esta doacdao.

Entendo que minha participacédo é inteiramente voluntaria, podendo me recusar
a responder qualquer questéo ou retirar 0 meu consentimento em participar deste
estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuizo ao meu tratamento atual.

Estou ciente de que, ao participar desta pesquisa, meus dados pessoais serao
mantidos em absoluto sigilo e as amostras que forneci serdo devidamente

estocadas e fardo parte de um banco de DNA nas universidades envolvidas.

Eu, , apoés ter lido e

entendido todas as informacdes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes
a este estudo com a Profé. Dr2. Enilze M. S. F. Ribeiro, concordo voluntariamente
em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das “Informagdes ao
doador” , necessarias para a minha compreensao do estudo.

Data: /[

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscopica

Eu, Profd. Dr2 Enilze Ribeiro, declaro que forneci todas as informacgdes
referentes ao estudo ao doador ou responsavel.
Data: [/ [

Enilze M. S. F. Ribeiro
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QUESTIONARIO PESSOAL

Por favor, leia as questdes seguintes cuidadosamente e responda-as da forma
mais completa e precisa possivel. A informacao que vocé der ndo sera associada
a seu nome em nenhum documento publico, e serd conhecida somente dos
principais pesquisadores deste estudo. Estas informagdes terdo influéncia direta
na interpretacdo de nossos resultados, portanto, pedimos que coopere

gentilmente, fornecendo-as corretamente. Obrigado pelo interesse.

1- Iniciais:

2- A ser preenchido pelo pesquisador:

Cadigo:
Data: [

Esta folha deve ser destacada do restante do questionario e preenchida
pelo pesquisador. Somente o codigo sera usado como identificacdo para as
paginas subsequentes. Se for necessario espaco adicional para complementar a
sua resposta, por favor escreva no verso da pagina e identifique a parte restante

da questdo com seu respectivo numero.



73

Caddigo n°

HISTORIA PESSOAL
1- Registro hospitalar:
2- Sexo: ( ) masculino ( )feminino
3- A qual grupo étnico vocé pertence ?
Negro( ) Caucasiano (branco) ( ) Asiatico ( ) Indigena ( ) Outros (
)
Idade:

Local de nascimento: Parana? ( )sim ( )nao

Se néo : Que regido brasileira? Norte ( ) Sul( ) Nordeste ( )
Centro-Oeste () Sudeste ( )

Numero de filhos: (i.e. ndo se incluem filhos adotados): a) 0 b)1 c¢)2 d)+de?2

6- Sua moradia era na zona rural ou urbana? () Rural () Urbana

7- Quanto tempo viveu neste local? _ anos meses

8- No local onde morou por mais tempo qual era o tipo de moradia?

( )casa ( )apartamento ( ) barraco ( ) cortico ( )outra

9- A residéncia onde mora é servida por 4gua encanada? ( ) sim ( ) néo

10- Qual o seu grau de instrucao?

( ) analfabeto ( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau

incompleto

( ) 2°grau completo ( ) técnico ( ) profissional ( ) superior

11- Qual sua religido? a) ( ) Catdlico b) ( )Protestante c) ( )Outras

Histérico de moradia
12- Qual era o tipo de constru¢do onde vocé morou mais tempo?
( ) alvenaria ( ) madeira ( ) barro ( ) mista
13- Que tipo de cobertura tinha essa moradia? ( ) telha barro comum () laje
( ) folha de zinco ( ) brasilit-eternit ( ) sapé ( ) outro (qual?)
14- Vocé poderia me contar se morou a menos de 1 Km de uma destas industrias

por mais de 1 ano?



Inddstria téxtil ou tecelagem
Processamento de madeira
Papel ou celulose

Fabrica de sapatos ou curtume
Metalurgica (cromo/niquel)
Usina de acucar ou alcool
Plastico ou borracha

Refinaria de petrdleo
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( )sim ()néo
()sim ()néao
( )sim ()néo
()sim ( )nao
( )sim ( )néo
()sim ( )né&o
()sim ( )nao

()sim ()néao

Historico de exposicao relacionado ou ndo ao trabalho

15- Vocé ja se exp6s a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho?

Se SIM, por quanto tempo e a quanto tempo foi

iSSO:

Derivados de petréleo

(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes

Indastrias téxteis ou tecelagem
Praguicidas / Herbicidas
Radiacéo

Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...)
Processamento de madeira
Papel ou celulose

Mineracéo

Fabrica de sapatos ou curtume
MetalUrgica

Usina de agucar ou alcool
Plastico ou borracha

Outras substancias quimicas:

( )sim ( )néo

( )sim
() sim
( )sim
( )sim
( )sim

( )sim

( )sim

( )sim
( )sim

( )sim
( )sim

(
(
(
(
(
(
( )sim ( )ndo
(
(
(
(
(
(

( )sim
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16- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de protecdo
individual para trabalhar com essas substancias quimicas ? ( méscaras, luvas,
oculos,...)

a) ( )sim b) ( )ndo

Historico Tabagista

17- Vocé fuma atualmente ? ( )sim ( )néo
18- Se NAO, mas ja fumou algum dia : ha quanto tempo parou de fumar?
a) ( )0-5anos b) ( )5-10 anos c¢) ( ) >10

19- Quanto vocé fuma/fumava por dia ? ( )menos de ¥2 maco
( )de meio a 1 mago

( )mais de um mago

20- Vocé costuma/costumava fumar charutos? ( )sim ( )néo

21- Vocé costuma/costumava fumar cachimbo? ( )sim ( )néo
22- Vocé costuma/costumava fumar cigarro de palha? ( ) sim ( ) néo
23- Vocé costuma/costumava mascar fumo? () sim ( )néo

24- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?
a) ( )sim b)( )ndo

Hist6rico de Etilismo

25-Vocé consome/consumiu bebidas alcéolicas com frequéncia? ( ) sim ( ) ndo
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26- Se ja parou, ha quanto tempo parou de consumir esta bebida?

a)( )0-5anos. b)( )5-10anos. c) ( ) mais 10 anos.

27- Que tipo de bebida alcéolica vocé costuma/ costumava consumir ?

a) ( )Destiladas b) ( )Nao-Destilada c) ( )Outra

28-Quanto vocé costuma/ costumava beber por semana?

( ) no méximoumcopo ( )de2a5copos ()de6ald0 ()della30 ()
mais de 30

29- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por
mais de 6 meses continuamente?
a) ( )Sim b) ( ) Nao

Historico de Saude

30- Ha cerca de um ano vocé tem se automedicado com, por exemplo, aspirinas,
antiacidos, antihistaminicos, sedativos, ou outras drogas? ( )sim ( )nédo

( )néo sabe

31- Vocé toma vitaminas freqlientemente ou tem tomado nos ultimos seis meses?
( )sim ( )ndo ( )ndo sabe

32- Vocé ja operou da garganta (amigdalas)? ( ) sim ( ) néo

33- Vocé se submeteu a algum Raio-X de cabeca e pescoco recentemente ?

( )sim ( )néo

34- Se SIM, quantos ? a) ( )Menos de 10 vezes b) ( )Mais de 10 vezes

35- Vocé ja teve as seguintes doencas?

( ) Bronquite asmatica ( ) Pressao alta ( ) Diabetes ( ) Tuberculose ( )
Cancer (localizagao do tumor )

36- Em casos de cancer na familia, qual era o vinculo de parentesco?

()YPai ()Mae ()Imao ( )Filho () Tio ()Primo () Outro

37- Qual foi a localizacéo do tumor?

( ) Boca/garganta ( ) Pulmdo ( ) Estbmago ( ) Intestino ( ) Ginecologico
( ) Mama ( ) Outro (qual?)

38- Vocé ja teve alguma moléstia venérea?
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a) ( )sim b)( )ndo

Histérico de Saude Dentaria

39- Vocé usa/usou dentadura ou aparelho mével? ( )sim ( ) néo

40- ( Se sim) ha quanto tempo? a) ( )0-5 anos b) ( )5 —-10 anos c) ( )mais 10
anos.

41- Esta dentadura ja lhe causou alguma ferida na boca? ( )sim ( ) nao

42- Com que frequéncia vocé vai ao dentista? ( ) nunca ( )<l/ano ( )>1/ano
43- Vocé tem algum dente estragado? ( ) sim ( ) néo

44- (Se sim) eles estédo lhe machucando? ( )sim ( ) n&o

Historico alimentar: (refira-se somente a habitos frequentes)

45- De qual tipo é o fogdo da sua casa? ( )gas ( )lenha () elétrico ( )outro
46- Ja residiu em casa com fogao a lenha? ( ) sim ( ) néo
47- Vocé tem o habito de ingerir alimentos e bebidas muito quentes ?
()sim ()néo
48- Vocé toma chimarrdo? ( ) sim ( ) nao
49- Vocé se alimenta apenas de vegetais? ( )sim ( )nado
50-Vocé come carne? ( )sim ( )nédo
51-Se SIM, com que frequéncia vocé come estes alimentos:
Dias/Semana

1-2 3-4 5-6 Diariamente
Carne () () () ()
Peixe () () () ()
Frango () () () ()
Porco () () () ()
Outros () () () ()



Historico genético
52-Para mulheres: vocé ja sofreu algum aborto espontaneo? ( )sim ( )néo
53-Para ambos o0s sexos: vocé possui algum(a) irmao(a) gémeo idéntico?

( )sim ( )néo

Incluir informagfes das amostras do tumor:

Suspeita clinica:

Laudo Histopatoldgico:
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