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1 - INTRODUCAO




O carcinoma epidermoide é um tumor que pode ocorrer em varios sitios
anatémicos, sendo o tipo histolégico predominante em mais de 90% dos casos
de tumores malignos localizados na cavidade oral. Acomete principalmente
individuos entre a quinta e sétima décadas de vida, porém alguns estudos
indicam uma tendéncia de aumento da incidéncia em pacientes com idades mais
precoces, com muitos casos diagnosticados em homens jovens na faixa de 40
anos de idade. (HOOGSTEEN et al., 2007; MARUR e FORASTIERE, 2008; INCA
2010).

A estimativa de casos novos de cancer de cavidade oral para o ano de
2010 no Brasil foi de 14.120, sendo 10.330 homens e 3.790 mulheres. No
Estado de Sdo Paulo para o ano de 2010 estimava-se que 4 120 novos casos
seriam registrados, sendo que os valores previstos de incidéncia de tumores da
cavidade oral no Estado foram de 3.230/100.000 habitantes em homens e
890/100.000 habitantes entre as mulheres. (INCA, 2010).

A associacao entre o consumo de tabaco, o uso concomitante de alcool e
o aparecimento de tumores da cavidade oral esta bem estabelecida. Os estudos
epidemiolégicos demonstram que o risco de desenvolvimento de cancer oral é
de cinco a nove vezes maior, em tabagistas do que em ndo tabagistas,
mantendo relagcdo direta com a quantidade consumida. A ingestdo de bebidas
alcodlicas também é fator de risco para o desenvolvimento do cancer das vias
aerodigestivas superiores por ser um agente potencializador da agao do tabaco.
O uso do tabaco em forma de p6 aumenta o risco de desenvolvimento de cancer
oral em aproximadamente 4 vezes e quando mascado também proporciona
aumento de risco do desenvolvimento do cancer oral. (NEVILLE et al., 2002;
FREEMAN, 2004)

Além disso, tem sido referida associacdo entre a condigao
socioecondbmica e o aparecimento do tumor. A maioria dos pacientes ja tem
doenca avancada ao diagnéstico (estadio Illl e 1V). A sobrevida tem relacao
inversa com o estadio do tumor. A presenca de metastases linfaticas se




relaciona com reducdo de 50% na expectativa de vida. (WARD et al., 2004;
ZHEN et al., 2004).

Por isso, o diagnéstico precoce € importante e a identificagcdo de
marcadores moleculares para a doencga é objeto de estudo de muitos grupos de

pesquisa.

A maioria das alteragcbes genéticas importantes no desenvolvimento do
cancer ocorre nos genes que controlam a proliferacdo celular (oncogenes e
genes supressores tumorais) ou ainda genes associados ao processo de reparo
de danos no DNA, os quais, quando inativos, podem levar ao aumento das taxas
de mutacdo, causando eventualmente a alteracdo de genes importantes na
carcinogénese. (HITT e ECHARRI, 2006). Utilizando como modelo o carcinoma
colorretal, estudos procuraram demonstrar as bases moleculares do processo de
tumorigénese. Esse modelo propde que o acumulo de alteragdes genéticas ao
longo do tempo leva o tecido normal ao carcinoma invasivo, passando por
hiperplasia e displasia celular. (FEARON e VOGELSTEIN, 1990).

Slaughter et al., em 1953, estudando pacientes com céancer bucal,
utilizaram pela primeira vez o termo Campo de Cancerizagado (field
cancerization). Esse estudo baseou-se em anédlises histolégicas de tumores de
pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o e demonstrou que: a) o cancer oral
desenvolve-se em areas com lesdes multifocais com alteragbes pré-cancerosas;
b) um tecido anormal circunda o foco tumoral; c) as multiplas lesdées séo
independentes; d) a permanéncia do tecido anormal apéds a cirurgia pode
explicar a recorréncia do tumor. Entretanto, estes autores nao descreveram os

fundamentos moleculares dessas observacdes. (HA e CALIFANO, 2003).

O desenvolvimento do carcinoma epidermoéide relaciona-se a diversas
alteracdes genéticas constituidas por um processo de multiplos passos que em
geral sao iniciados por insultos quimicos do epitélio normal provocados por
carcindgenos como o alcool e o tabaco. Os resultados dessas alteracdes sao a




formacao de lesGes cancerizaveis e eventualmente carcinoma epidermoéide, que
sdo caracterizadas pelo aumento da instabilidade genética, aneuploidia,
aumento da displasia, alteracdo da expressdao de marcadores de superficie
celular, perda da organizacdo cromossémica e eventualmente penetracdo na
membrana basal. As multiplas vias que promovem proliferacdo, sobrevivéncia
e/ou transformacgao celular, sao identificadas como vias de cooperagdo para a
tumorigénese do carcinoma epiderméide. (CHOI e MYERS, 2008; DESHPANDE
e WONG, 2008).

As progressivas sequéncias de mutacles e alteracdes epigenéticas do
cancer promovem a transformacado do clone inicial da formacdo do tumor
interrompendo processos no controle normal de crescimento e na homeostasia
celular. Além das mudancgas intrinsecas a célula maligna, o desenvolvimento e a
progressao do tumor também sao dependentes do micro-ambiente que envolve
estas células, que em muitos casos é de natureza inflamatéria. (BAUD e KARIN,
2009).

Sabe-se que células neoplasicas sao capazes de atrair diversos tipos
celulares para dentro de um microambiente tumoral, através da secregao de
proteases extracelulares, fatores prd-angiogénicos e citocinas que podem
estimular células a liberar enzimas proteoliticas extracelulares e promovendo a
migracdo de células inflamatérias, o crescimento tumoral e metastase.
(MACARTHUR et al., 2004).

As causas do aparecimento do tumor em tabagistas estdo sendo
investigadas desde ha muitos anos, porém faltam estudos relacionados a
presenca de citocinas ligadas a genes de inflamacgdo, pois assim como o0s
fumantes que usam mais de 40 cigarros/dia, os fumantes com menor consumo
possuem as mesmas alteragdes genéticas em oncogenes e supressores de
tumor. (WARNAKULASURIYA e RALHAN, 2007).




As vias de inflamagdo no desenvolvimento de tumores sao ativadas por
diversos estimulos com tabaco, stress, dieta, obesidade, alcool, agentes
infecciosos, radiagdo e outros estimulos ambientais que juntos sao responsaveis
por 95% dos tumores (AGGARWAL e GEHLOT, 2009).

A relacdo entre inflamacao e cancer foi sugerida pela primeira vez por
Rudolph Virchow em 1863 quando demonstrou a presenca de leucdcitos no
tecido neoplasico. Dados de estudos epidemiolégicos mostraram claramente a
associacao entre condicdes de inflamacgao cronica e subsequente transformacéao
maligna em tecidos inflamados. Em tumores, muitos tipos celulares ativos da
inflamagao crénica podem ser encontrados ao redor do estroma ou dentro da
propria neoplasia. Em adicdo a influéncia dos oncogenes e genes supressores
de tumor, alguns autores relacionam os fatores inflamatérios com a progresséao
tumoral. As neoplasias, particularmente as de origem epitelial, tém um
componente de células inflamatérias significante, que inclui diversos leucécitos,
infiltrados com macréfagos, neutrofilos, eosinéfilos e células relacionadas aos
linfocitos (VIRCHOW, 1863 apud MACARTHUR, HOLD e EL-OMAR, 2004).

Mantovani et al., em 2008 relacionaram a inflamacdo ao cancer pela
presenca de células inflamatérias como macréfagos e células T regulatérias e
também pela presenca de mediadores de inflamagdo como as citocinas da
familia TNF, que no micro ambiente tumoral, promove a remodelagéo,
angiogénese, crescimento tumoral e supressdo do sistema imune adaptativo,
que é transcrito principalmente a partir dos genes localizados no Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC). (Figura 1). (SPIES, BRESNAHAN e
STROMINGER, 1989; NEVILLE e CAMPBELL, 1999, MANTOVANI et al., 2008).
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Figura 1: Mapa fisico do segmento de 70 kb entre os genes TNFa e C1-2-A

Os exons estao representados pelas caixas pretas; Segmentos gendmicos que contém ou nao
polimorfismos em suas regides estdo representados pelas caixas brancas e cinzas respectivamente. As
flechas indicam a orientagdo da transcricdo. A Linha graduada acima indica a distancia em kb do
microssatélite TNF. CENT — Centrémero; TEL — Teldmero. (Fonte: Okamoto et al., 2003)

O MHC ¢é conhecido como o mais polimérfico'! do genoma que
compreende um segmento cromossdémico de 3500 kb no bragco curto do
cromossomo 6. Esta regido é critica na resposta imune dos vertebrados, pois
contém todos os genes do sistema imune e de adaptacao e foi tradicionalmente
dividida em trés sub-regides: classe | e |l - genes relacionados a estrutura e
funcao, que codificam moléculas responsaveis pelos antigenos apresentados
pelas células T - e a classe Ill - a regiao mais densa e heterogénea do genoma
humano com aproximadamente 700kb contendo 61 genes. (XIE T et al., 20083;
HORTON et al., 2008).

' Polimorfismo Genético: Define-se como a ocorréncia de multiplos alelos em um /écus , onde pelo menos
dois alelos aparecem com frequiéncias superiores a 1% (THOMPSON e THOMPSON, Genética Médica,
6° edicao. p76)




Neste complexo altamente polimérfico encontra-se o locus® dos Fatores
de Necrose Tumoral (TNF); segmento com 70kb limitado por dois micro-satélites
entre o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa) e os C1-2-A, que codifica um
grupo de proteinas com papéis importantes na resposta imune. Correlacionados
a inflamagao, foram mapeados em ordem do centrdmero® para o teldmero*: TNF-
o, o Fator de Necrose Tumoral beta ou Linfotoxina alfa (TNFB/LTa), transcrito
associado HLA-B (BAT1) e o gene Inibidor do Fator Nuclear kappa B — like 1
(NFKBL1 ou IKBL), sabidamente correlacionados com inflamacéo, apoptose,
estresse por hipdxia e aparecimento de tumores. (OKAMOTO et al.,, 2003;
TAYLOR et al., 2008).

Um dos maiores desafios na pesquisa sobre o céncer é distinguir
mutagcdes que causam ou alteram o desenvolvimento dos tumores de alteragbes
irrelevantes para essa evolucdao ligados ao complexo genétipo da doenca.
(BAUD e KARIN, 2009).

Alteracdes nas vias de sinalizagdo intracelular ou na quantidade das
proteinas transcritas a partir dos genes LTa e IkBL podem facilitar a
transformacao maligna da células epitelial da mucosa oral que estd exposta a
diversos fatores carcinogénicos como tabaco, alcool e produtos do metabolismo
bacteriano, modulando as repostas e estimulos apoptéticos e de proliferacao

celular.

% Locus: Em genética, refere-se a posi¢do de um gene em um cromossomo. Alelos diferentes do mesmo
gene ocupam o mesmo /ocus. (do latim locus, lugar). ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3°
edicdo — 1997. p G-15

® Centrdmero: Regido constrita do cromossomos durante a mitose, que mantem as crmatides irmas
unidas; também ¢é o sitio do DNA onde os cinetécoros é formado e entdo apreende o microtubulos do
fuso mitético. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edicao — 1997. p G-5

* Teldmero: Extremidade de um cromossomo, associado com a sequencia de DNA caracteristica que é
replicada de maneira especial. Compensa a tendéncia de um cromossomo de sofrer encurtamento a
cada etapa de replicagdo. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3°edi¢do — 1997. p G-23




O gene Linfotoxina a se apresenta em 4 exons® e 3 introns® que apés sua
traducdo torna-se uma glicoproteina transmembranica de 25KDa exercendo
acao moduladora na resposta imunoinflamatéria em sua forma homotrimérica e
pode ser liberada da membrana através da acdao de uma enzima, a TACE (TNF-
converting enzyme), tornando-se uma citocina soluvel que pode se agrupar a
outras proteinas formando heterotrimeros que ancoram na superficie celular
mediando uma grande variedade de respostas inflamatérias,
imunoestimulatérias e antivirais. (NEDWIN et al. 1985; BLOBEL, 1997; IDRISS
et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2004, LIEPINSH et al., 2006; WARE, 2008).

A proteina traduzida a partir do gene LTa foi primeiro caracterizada como
um fator biolégico de mitogénese estimulado por linfocitos, tendo atividade
anticelular. Clarke et al. em 2006 sugeriram que a citocina LTa juntamente com
o TNFa assumem o mesmo receptor que controla a expressédo das células de
adesao do endotélio vascular e da produgao de Oxido nitrico. Aggarwal et al.,
em 1985 indicam que as duas proteinas, LTa e TNFa possuem um receptor em
comum nas células tumorais. (SPIES, BRESNAHAN e STROMINGER, 1989;
CLARKE et al., 2006)

A LTa faz parte da familia de citosinas dos fatores de necrose tumoral e
estd envolvida no desenvolvimento dos o6rgaos linféides secundéarios e
inflamacao. Esta molécula € uma toxina que possui um receptor distinto, a LT,
que também foi implicado no processo de carcinogénese, onde a ativacdao do
receptor LT em células de fibrossarcoma promoveu a angiogénese e
crescimento do tumor através da ativacdo mediada pelo heterotrimero Lta/Ltp
expressos por linfécitos. Outro recente estudo implicou o receptor da LTa como

® Exons: Segmento de um gene eucarioto que conssiste de DNA que codifca uma sequencia de
nucleotideos no RNA mensageiro; podendo codificar aminoacidos de uma proteina. Geralmente
adjacente a um segmento de DNA intronico. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edigao —
1997. p G-9

6 Introns:Regicao ndo codificane do DNA de um eucarioto que é transcrito na molécula de RNA, mas é
removiido no processamento quando o RNA mesageiro é produzido. ALBERTS et al. Molecular Biology of
the cell. 3°edicao — 1997. p G-13




potencial oncogene no carcinoma de nasofaringe. (OR et al, 2009;
DRUTSKAYA et al., 2010).

Vérios estudos indicam efeitos benéficos no tratamento do cancer usando
terapia anti — TNF. Estes efeitos podem ser atribuidos ao fato de que a
sinalizacdo mediada por TNF estimula a produgdo de proteinas constitutivas de
Células T Regulatérias (Tregs) como as FOXP3, GITR, CTLA-4 e CD25, que
promovem o0 escape do tumor do sistema imune. Estudos em camundongos
sugerem que a inativacao genética ou farmacoldgica de TNF promove protecao
em varios modelos de tumores baseados na inflamagao. (HARRISON et al.,
2007; CHEN et al. 2008; BROWN et al. 2008; CHARLES et al., 2009).

A LTa estruturalmente relacionados com TNFa, pode ainda estimular a
producado de VEGF. Em estudo realizado por Ferrer em 1998, com linhagens de
células de cancer de prostata esta relagao foi sugerida e relatam o aumento dos

niveis séricos da proteina em associacdao com a progressao no cancer cervical.

Segundo Aggarwal e Ghelot em 2009, as proteinas da familia TNF sao os
mais potentes ativadores da via NFkB (Figura 2) e ativacdao aberrante desta tem
sido amplamente implicada no desenvolvimento de muitos canceres, em
doencas associadas ao uso do tabaco, como carcinoma epidermoide de naso e
orofaringe relacionadas aos Epstein Barr Virus e Human Papiloma Virus,
coerente com a sua expressao ubiqua e papel na promog¢ao da sobrevivéncia e
crescimento das células. (DONG, 2001; ALLEN et al., 2008).
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Figura 2: Vias de sinalizagdo do NFkB ativadas de formas diferentes pela proteina Lta.

A esquerda ativagdo da via candnica através de estimulos de homotrimeros de Lta ou TNFa,
liberando as subunidades p50 e RelA, responsaveis pela transcricido de genes que codificam proteinas
pro-inflamatérias, envolvidas na sobrevivéncia celular, proliferacdo e pré-carcinogénicos. A direita a
sinalizagcdo por via ndo-canénica através de heterotrimeros de Lta/LtB, com receptores de membrana
formados por LTRr levando a transcricdo de genes alvos. Por um caminho alternativo a ativagao da LTBr
pode também ativar a via candnica. (Adaptacdo: Wolf et al., 2010)

Knight, Keating e Kwiatkowski (2004) identificaram o nucleotideo adenina
na posi¢cao +80 do gene LTa, como preditor da producdo da proteina por células
B humanas. Células com a presenca do genétipo LTa+80A produzem menos
LTa em comparagdo com outras células. Analise por electrophoretic mobility
shift assay (EMSA) indica que a classe Il do fator de transcricdo 1 de células B
(ABF1), especificamente expressada em tecido linfonodal, liga-se ao sitio da
LTa+80A in vitro e suprime a expressao do gene. Foi também confirmado que a

proteina ABF1 é preferencialmente recrutada quando hé baixa producéao do alelo




in vivo. Os autores sugerem que este achado revela um modelo molecular de
como a expressao da LTa talvez regule geneticamente por alelo especifico o
recrutamento do repressor transcricional da ABF1. (KNIGHT, KEATING E
KWIATKOWSKI, 2004).

A questdo inflamatéria mediada pelo alelo Lta+80C, em um estudio
realizado por Liu et al., (2006), sugere a indicacdo do uso de drogas
antiinflamatérias nao-esteréides como possivelmente apropriada para homens
homozigotos para o alelo C do polimorfismo +80A/C do gene LTa, relacionado
com o aumento da producdo da proteina LTa e da apoptose pela via das

caspases.

Ozaki et al., em 2002 descreveram uma substituicido de nucleotideo de
adenina por uma guanina na posicao LTa+252. Estudos funcionais que
utilizaram plasmidios contendo o fragmento gendémico deste polimorfismo ligado
ao gene da luciferase mostraram que a presenca desta alteracdo no primeiro
intron afeta a transcricdo da proteina promovendo o aumento da atividade.
Alguns dos polimorfismos da LTa parecem ser de importancia funcional, pois
aumentam o nivel de transcricdo e afetam a expressdo e sua funcao bioldgica.
Estudos realizados com fumantes aparentemente saudaveis na Coréia sugerem
que o mesmo polimorfismo pode modular os efeitos inflamatérios e estresse
oxidativo provocado pelo cigarro, com os efeitos observados mais claramente
em homens homozigotos para o alelo LTa+252G (OZAKI et al., 2002; JANG et
al., 2007).

Andlises de polimorfismos relacionados a inflamagdo, em 508 casos de
seminomas ou nao seminomas e 608 controles pareados por idade, etnia e data
de coleta de amostra biolégica, mostraram associacao do Fator Transformador
de Crescimento B1 (TGFB1) e da LTo/TNFa com aumento de risco de
desenvolvimento de tumor de célula germinativa testicular. (PURDUE et al.,
2007).




Notou-se também que o alelo, LTa+252G, sem a presenga do alelo
LTa+80A pode estar associado a alta producdo de LTa e conseqléncias
patolégicas bem como a supressao ocasionada pelo alelo LTa+80A. (KNIGHT et
al. 2004).

Também dentro do microssatélite delimitado pelo TNFa e o C1-2A no
MHC, Albertella e Campbell em 1994 identificaram um novo gene, nomeando-o
inibidor do fator nuclear kapa B (IkBL ou NFkBIL1) que possui aproximadamente
13,5kb de tamanho. Este gene codifica um membro diferente da familia de
proteinas de inibidores da cadeia kappa de células B e suas fun¢des ainda néo
estdo bem estabelecidas. (OMIM, 2010).

A analise de Northern blot detectou 1,6 kb de RNA mensageiro’ do IkBL
em varios tipos celulares, incluindo mondcitos, células T e B e hepatdcitos. Seu
DNA complementar foi isolado de células leucémicas, onde se identificou uma
seqUéncia genOmica codificante correspondente a 381 aminodacidos. Sua
proteina contém uma repeticdo anquirina® parcial e duas integrais, similar a de
outras proteinas da familia IkB. Entre os membros desta familia estdo: IkBa,
IkBB, IkBy, IkBe, BCL3, p100, p105 e IkBL. (ALBERTELLA e CAMPBELL, 1994;
MITERSKI, 2002).

" RNA mensageiro: Molécula de RNA que especifica a sequéncia de aminoacidos de uma proteina.
Produzido por RNA splincing (em eucariotos) a partir de uma molécula maior de RNA, sintetizada pela
RNA polimerase como uma cépia complementar do DNA. O mRNA ¢ traduzido em proteina em um
processo catalisado pelo ribossomo. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edigao — 1997. p G-
16

® Anquirina: Motivo protéico que contém uma sequéncia extensa de 33 aminoacidos que freqlientemente
ocorrem em filas ordenadas que se dobram cooperativamente em estruturas que mediam o
reconhecimento molecular via interagdes proteina-proteina. (ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell.
3°edicdo — 1997)




A principal fungdo das proteinas IkBs esta relacionada a regulacéao
negativa da proteina NFkB, que é um fator de transcri¢ao pleiotrépico® envolvido
em diversos processos imunoldgicos, pré-inflamatérios e apoptoéticos. A familia
NFkB regula a transcricdo de genes codificadores de citocinas, moléculas de
adesdo celular, receptores de superficie e outros fatores de transcricdo
relacionados com proliferacdo celular, angiogénese e cancer, modificando as
respostas inflamatérias, que é atribuida ao controle transcricional e aos
processos de fosforilagdo, ubiquitinacdo'® e degradacdo protéica. (GRUEN e
WEISSMAN, 1997).

A proteina inibitéria IkBL encontra-se no citoplasma ligado a proteina
NFKkB, portanto atuando em sua atividade formando o complexo IKBL/NFkB, que
impede a passagem da proteina NFKB para o nacleo, deixando-a inativa. Para a
ativacao da proteina NFkB, é necessario o desacoplamento da proteina IkBL por
meio de acao fosforilativa, que ocorre através da acao de proteinas quinases
especificas, como o complexo |kB quinase (IKK), composto por duas
subunidades: a IKKa e IKKB. Em seguida, a proteina IkBL recebe a adicao de
ubiquitina pela enzima ubiquitina ligase, sendo confinada a degradacédo pelo
complexo proteossoma'’ 26S. O desmembramento do complexo IkBL/NFkB
permite o transporte da NFkB para o nucleo, com consequiente ligacdo ao DNA,
aumentando a expressao do gene alvo. (GLEZER et al., 2002).

Os polimorfismos genéticos situados na regido promotora do gene IkBL

podem alterar o possivel motivo de ligacao de fatores de transcricao def1, usfl e

o Pleiotrépico: Refere-se a um gene com expressao nao restrita a um Unico tipo de célula ou érgao, sendo
transcrito em diversas localizagcdes e/ou em situagdes distintas do processo de desenvolvimento do
organismo, ocasionando fenétipos diferentes segundo os contextos de expressdo. (THOMPSON e
THOMPSON, Genética Médica, 6° edicao. p62)

'% Ubiquitinagdo: Processo que ocorre nas células com a adicido de moléculas de ubiquitina em uma
proteina com o objetivo de ser reconhecida por um proteossoma para destruicdo proteolitica. (ALBERTS
et al. Molecular Biology of the cell. 3° edigao — 1997)

"' Complexo Proteossoma: Complexo de proteinas agrupadas e presentes em grande niimero de cépias,
responsavel pela degradacao de proteinas no citoplasma. Atuando sobre proteinas que forma marcadas
para destruicédo, pela ligagdo covalente de uma pequena proteina denominada ubiquitina. (ALBERTS et
al. Molecular Biology of the cell. 3° edigao — 1997 pag 218-9)




e47 alterando a sua transcricdo e portando a atividade do NFkB. (SEKIDO et
al., 1994; BOODHOO et al., 2004).

O polimorfismo -62A/T do gene IkBL foi descrito inicialmente por Allock et
al. em 1999 por interromper a ligagédo do elemento E-box binding no promotor do
gene IkBL - uma seqUéncia que também podem ser encontrada em regides
promotoras e potenciadoras da enorme variedade de linhagem de células Be T
genes especificos. (ALLOCK et al., 2001).

Yamashita et al. em 2002 indica que o fator de transcricdo E2F1,
provavelmente liga-se ao sitio -262T do gene IkBL, enquanto os fatores C-Rel,
MZF1 e Sp1 devem se ligar ao sitio -262G. Deve-se considerar, entretanto, que
estes fatores agem inversamente no processo apoptético sendo o E2F1 induz a
morte celular inibindo a ativacdo de sinais anti-apoptéticos estimulados inclusive
pela via NFkB. (MORRIS, HROMAS e RAUSCHER Ill, 1994; PHILLIPS et al,
1999)

Estudos funcionais independentes relataram uma associacdao do alelo
IKBL-62A com uma diminuicdo da atividade do promotor IkBL que pode resultar
em desinibicdo do NF-kB responsavel pela resposta inflamatéria mediada.
Apesar das eventuais consequéncias da presenca do SPN no gene IkBL-62A/T
serem estudados, a importancia funcional das alteragées no primeiro intron do
gene IkBL permanece desconhecida. Em geral, os polimorfismos intrénicos
podem atuar como marcadores ligados as variantes funcionais. (KURYLOWICZ
et al., 2009).

A regulagao direta de expressao IL-8/GRO-1 pela NF-kB foi confirmada
com super expressao de |IkBa mutante, um inibidor da ativagcdo de NFkB, em
ambas as linhas de células humanas carcinoma epidermoéide de cabeca e
pesco¢co e um modelo murino de carcinoma epidermdéide metastatico, onde o

agressivo padrao de crescimento do tumor foi inibido. (CHEN, 1999).




Estudos posteriores realizados por Chen (2008), em que a via NFkB é
ativada em displasias e no carcinoma epidermdide, onde a intensidade de
imunomarcagao nuclear serve como um marcador protéico correlacionado com a
progressao da displasia e diminuicdo da sobrevida em pacientes com carcinoma
epidermdide de cabeca e pescog¢o. (CHEN, 2008).

A ativacdo da NFkB leva a via de inflamacao por caminhos diferentes e
sua inibicdo pode conduzir a supressao do desenvolvimento do cancer, por isso
ele é apontado como um possivel alvo para o desenvolvimento de drogas
anticancer. (GARG e AGGARWAL, 2002; MAJDALAWIEH et al., 2007).

Bronw et al. em 2008, ao realizar um estudo de revisdo que visou avaliar a
ativacao e o papel desempenhado pelas proteinas NFKB na patogénese e como
alvo de tratamento e prevencdo do carcinoma, sugere que a utilizacdo de
agentes capazes de inibir o NFkB pode reduzir o crescimento tumoral e induzir a
apoptose de células malignas. (BROWN et al. 2008)

Estudos indicam que a proteina NF-kB é anormalmente ativada na maioria
dos tumores e desempenha um papel na promocdo da carcinogénese e
progressao maligna. Alteracdes que afetam a expressado ou funcdo de membros
da familia IkB como Bcl-3, IkBa e IkBe, foram observados em varios tipos de
tumores. (KARIM et al., 2006, BASSERES e BALDWIN, 2006; AGGARWAL e
GEHLOT, 2009)

Diversos estudos focam nas vias de ativagcdo do NFkB com a intencéo de
explicar alguns passos da carcinogénese e desenvolvimento das células
tumorais da cavidade oral. Entender como isso acontece antes da liberagdo das
porcdes de localizagdo nuclear das subunidades de NFkBs através de seus
ativadores e inibidores e identificar as alteragcdes importantes nas proteinas que
regulam essa via — como a Lta e o IkBL — poder&o indicar novos caminhos de

prevencao ao desenvolvimento do carcinoma epidermdide de cavidade oral.




2 - OBJETIVOS
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Avaliar os polimorfismos +80A/C e +252A/G do gene LTa e -62A/T e -262C/T do
gene IkBL como fatores de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermdide de

cavidade oral

Avaliar os haploétipos desses polimorfismos como fatores de risco para o

desenvolvimento do carcinoma epidermdide de cavidade oral




3 - CASUISTICA, MATERIAL E METODOS
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3.1 - Local de estudo

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do
Hospital Helidpolis e analisou os polimorfismos dos genes LTa e IkBL em 177
individuos controles e 159 pacientes com carcinoma epiderméide de cavidade
oral, atendidos no periodo de 2001 a 2006, com seguimento minimo de 24
meses apdés o término do tratamento inicial e desenvolvido no Hospital
Heliépolis e no Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho

3.2 - Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Heliépolis em 10 de junho de 2008, sob o numero 622, é subprojeto do
Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabe¢a e Pescogco, também aprovado
pelo CEP do Hospital Heliopolis sob numero 135 em 03 de outubro de 2005.
(Anexos 1 e 2 — p73-74). Aprovado pelo comité de ética e pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. (Anexo 3 — p75).
Todos os participantes do estudo possuem termo de consentimento livre e
esclarecido assinado (Anexo 4 e 5 — p76-77), permitindo o uso do material

biolégico para pesquisa.

3.3 - Critérios de inclusao e exclusao

3.3.1 - Critérios de inclusdo do grupo com carcinoma epiderméide

e Parte da casuistica do Projeto Genoma Clinico do Céncer de
Cabeca e Pescoco (Projeto FAPESP n°: 04/12054-9)

e Confirmacao histolégica de carcinoma epidermdéide
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Amostra de sangue periférico
Cadastro de dados sécio demogréfico
Sem diagnéstico de:

o Condicoes psicoticas

o Senilidade ou retardo mental e doencas do sistema nervoso

central

3.3.2 - Critérios de inclusao do grupo controle

Parte da casuistica do Projeto Genoma Clinico do Cancer de
Cabeca e Pescogo (Projeto FAPESP n°: 04/12054-9)

Amostra de sangue periférico
Cadastro de dados sécio demogréfico
Sem histérico de cancer
Sem diagnéstico de:
o Doencas relacionadas com o uso do tabaco e alcool

o Doengcas da cavidade oral, orofaringe, laringe, trato
digestorio,

o Diabetes
o Doencgas auto-imunes
o Condicoes psicoticas

o Senilidade ou retardo mental e doengas do sistema nervoso

central
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3.3.3 - Critérios de exclusao para os dois grupos

e Material gendmico em quantidade insuficiente ou invidvel apdés a

extracdo do DNA

3.4 - Casuistica

Os individuos participantes do estudo foram avaliados em relacdo a
distribuicdo de suas caracteristicas sécio-demogréficas, que estdo sumarizadas

na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas socio-demograficas dos pacientes portadores de carcinoma epidermoide
de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle
n (%) n (%)
Género
Feminino 24 15% 19 1%
Masculino 135 85% 158 89%
Faixa etaria
<40 12 8% 14 8%
41 a 50 43 27% 64 36%
51 a60 56 35% 59 33%
61a70 40 25% 29 16%
>70 8 5% 11 6%
Etnia
Branco 109 69% 99 56%
Néao Branco 47 30% 78 44%
Nao informado 3 2% 0 0%
Etilismo
Etilista 93 58% 85 48%
Etilismo no passado 48 30% 57 32%
Nao etilista 18 11% 35 20%
Tabagismo
Nao tabagista 10 6% 30 17%
Tabagismo no passado 23 14% 57 32%
Tabagismo atual 126 79% 90 51%

TOTAL 159 177
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A maioria dos individuos participantes do estudo era do sexo masculino —
85% nos casos e 89% nos controles. Em relacdo a etnia, uma propor¢do maior
de pessoas da racga branca foi observada,69% e 56% para controles e casos

respectivamente.

Em relacdao ao etilismo, 88% dos casos e 80% dos controles relataram
fazer uso de bebidas alcodlicas frequentemente por um periodo superior a 1
ano. O tabagismo atual foi observado em aproximadamente 79% dos casos e
51% dos controles, quanto ao uso do tabaco somente no passado (a mais de um
ano a contar da data da entrevista) aproximadamente 14% dos casos e 32% dos

controles declaram serem ex-tabagistas.

3.5 - Material

O material utilizado para a realizagdo do estudo de polimorfismo, foi
amostra de sangue periférico proveniente de individuos controles internados nos
diversos servicos do Hospital Helidpolis e de pacientes com carcinoma
epidermdide de cavidade oral do Hospital Heli6polis e do Instituto Arnaldo Vieira
de Carvalho. O armazenamento foi realizado de acordo com as normas técnicas
do Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Helidpolis, fazendo parte do
acervo de material do Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e Pescogo
e sao da responsabilidade do Dr. Marcos Brasilino de Carvalho.

Foram utilizados também os dados epidemioldgicos, patolégicos e clinicos
que constam dos prontuarios médicos dos pacientes e que estao
disponibilizados no site do projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e

Pescogo. <http://www.genomaclinico.fsp.usp.br/clinicalgenomics>.
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3.6 - Métodos

3.6.1 - Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA de sangue, empregamos a metodologia de
extracdo de DNA por sal, descrita por Miller et al., em 1988, na qual o sangue
periférico coletado do pacientes foi misturado a 25 mL de tampao 1 (Quadro 1)

e, em seguida homogeneizado por inversdo e colocado no gelo por 30 minutos.

Quadro 1: Reagentes utilizados para o preparo da solucao do tampao 1.

1550 mM Cloreto de Amdnio 82,91¢g

100 mM Carbonato acido de Potassio 10,01 g

10 mM EDTA, pH: 7,4 50 mL de EDTA 0,2 M; pH: 7,4
g.s.p. 1000 mL de Agua Milli-Q

Apoés esse periodo, o material sofreu uma centrifugagdo por 15 minutos a
1800 rpm a 4°C e o sobrenadante descartado. Logo apdés, 5 mL do tampéo 1
(Quadro 2) foram adicionados ao pellet, e foi realizada uma nova centrifugacao

por 5 minutos a 1800 rpm a 4°C.

Quadro 2: Reagentes utilizados para o preparo da solucdo de tampao 2.

100 Mm Tris-HCI, pH: 8,0 10 mL Tris 1M, pH: 8,0

4 M NaCl 23,389

EDTA 10mL EDTA 0,2 M; pH: 8,2
g.s.p. 1000 mL de Agua Milli-Q

Posteriormente foi descartado o sobrenadante e o pellet ressuspendido
em 3 mL de tampao 2 (Quadro 3) através de agitacédo (Vértex). Misturou-se a
solucao, 10 uL de proteinase-K e 300uL de SDS 10%.
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Quadro 3: Reagentes utilizados para o preparo da solucao de TE (tris-EDTA).

10 mM Tris 1 mL Tris 1 M, pH: 7,5

1 mM EDTA 0,5mL EDTA 0,2 M; pH: 7,4

g.s.p. 1000 mL de Agua Milli-Q

Em seguida, a solucao foi incubada a 37°C por 16 horas. Apds o periodo
de 16 horas, 1 mL de NaCl saturado (6 M) foi incluido a solucdo sendo
homogeneizada vigorosamente por 15 segundos (Vortex), sendo centrifugada
em seguida por 20 minutos a 3000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, com a adicdo de dois volumes de etanol absoluto
em temperatura ambiente propiciando a precipitacdo do DNA, que foi icado e
lavado em etanol 70% em temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi
dissolvido em um tubo contendo 800 puL de TE, e incubado a 65°C por 30
minutos para a degradacao de proteinas e DNAses com solucédo de Proteinase-
K. Logo ap6s esse periodo as amostras de DNA foram armazenadas em freezer
a -20°C.

As amostras na qual a extracado por sal foi inviavel, foram encaminhados
para a extracdo de DNA por coluna segundo os protocolos da QUIAGEN®
minikit de extracdo DNA gen6mico de sangue por coluna de silica.
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Para confirmacao da eficiéncia da extracdo pela metodologia por sal as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,5% e
posteriormente coradas com brometos de etideo (1mg/mL). (SAMBROOK e
RUSSEL, 2006). (Figura 3).

Figura 3: Gel de confirmacao da eficiéncia da extracdo de DNA pela metodologia de
Salting out

A coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 1kb e nas colunas 2, 3 e 4, 3uL de DNA
extraido.

Foram adicionados aos microtubos (Eppendorff® 1,5 mL) 500 uL de
solucao de extracdo e 100 uL de sangue total. Houve a incubacao desta solucao
por 5 minutos em temperatura ambiente e logo apés, procedeu-se a
transferéncia do material para a coluna de purificacdo acoplada a um microtubo
de 2mL. A solucédo passou por uma centrifugagcdo de 1 minuto a 8.000 rpm em
microcentrifuga Eppendorff® 520R. Apds a centrifugacao, a solugdo que passou
pela membrana de silica foi descartada. Acrescentou-se novamente 500 ulL de
solucdo de extragcdo para uma nova centrifugacdo de 1 minuto a 10.000 rpm.

Houve o descarte do centrifugado.

Em seguida, procedeu-se a etapa de lavagem do material através da

adicdo de 500 puL de solucao de lavagem “wash solution” com etanol e
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centrifugagao por 3 minutos a 13.000 rpm. O centrifugado foi descartado e em
seguida a coluna foi transferida para um tubo limpo devidamente etiquetado de
1,5mL (tubo definitivo). Foram adicionados a coluna 100 uL de agua autoclavada
previamente aquecida a 70°C. Incubou-se a solugao em temperatura ambiente
por 1 minuto para uma nova centrifugagcdao por 1 minuto a 10.000 rpm. A coluna
de silica foi retirada dos microtubos e o DNA foi armazenado no freezer a -20°C.

3.6.2 - Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A partir da solugdo com DNA extraido, realizaram-se as reagées de PCR
utilizando primers especificos para os genes LTa e IkBL que foram desenhados
e utilizados nas reacdes para delimitar a regiao genémica a ser amplificada.
(Quadro 4). (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer).

Na reacao de PCR foram utilizados de 100 a 200ng de DNA gendmico
para um volume total de reacdo de 50-uL, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 50
mmol/L KCIl, 200 umol/L de cada deoxy-NTPs, 1.5 mmol/L de MgClI2, 1 U Taq
DNA polimerase (Life Technologies, Inc®, Rockville, MD, USA) e 25 pmolL de
cada primer especifico (Biobras®, Sao Paulo, SP, Brasil). (Quadro 4)

Quadro 4: Numero de registro do polimorfismo no banco de dados disponibilizado no Gene Bank
e primers utilizados nas reacdes de PCR

Genes/posicdo SNP Alelos Primers

- 5' CCT GTG TTT AAG AAG CTC GG GC 3
-62 rs2071592 A/T

- 5' CCT GTG TTT AAG AAG CTC GG 3'
IKBL

- 5' CCT CTC TCT GCC AAG TTA GAG GAG GCG CG 3'
-262 rs3219184 C/T

- 5' GGG CCG TCT GAA ACC AGAAGACTG G 3'

- 5' GAG AGA CAG GAA GGG AACAGA G 3'
+252 rs909253 A/G

LTa - 5'GTG CTT CGT GCT TTG GAC TACCGCTIC 3'

- 5' GAG AGA CAG GAA GGG AACAGA G 3'

Al mMm|AO|mM|O|™m

+80 rs2239704 A/C
- 5' GTG CTT CGT GCT TTG GAC TACCGC TC 3'

As bases sublinhadas foram modificadas para a criagdo de um sitio de restricdo para a endonuclease
especifica
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As condi¢cbes de ciclagem para gerar o fragmento de 226pb LTa incluem
uma desnaturagao por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45
segundos, anelamento durante 30 segundos em temperatura de 60°C e
extensao por 1 minuto a 72°C, para amplificacdo do gene IkBL duas ciclagens
distintas foram necessarias, uma para amplificagdo da regido do polimorfismo -
62 sendo desnaturacao por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por
45 segundos, anelamento durante 30 segundos em temperatura de 58°C e
extensao por 1 minuto a 72°C e para amplificacao da regiao do polimorfismo -
262 uma desnaturagao por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por
45 segundos, anelamento durante 30 segundos em temperatura de 58°C e

extensao por 1 minuto a 72°C.

Aproximadamente 3uL do produto de PCR foi testada através de
eletroforese em gel de agarose 1% e corados com brometo de etidio (1mg/mL)
para confirmacao da eficiéncia da reacdo de amplificacdo. (SAMBROOK e
RUSSEL, 2006).

3.6.3 - Digestdo com Endonucleases de Restricao'? - RFPL

Para as reagbes de digestdo de cada fragmento especifico, obtidos apds a
reacdo de PCR, foram utilizados 10uL do produto de PCR para 0,5uL das enzimas
Pwull, Acil , Ncol, BseYl (5U; New England Biolabs, Berverly, MA, USA), 2uL de
NEBuffer e 0,2uL de bovine serum albumin (100mgL™") para um volume final de 20uL de
reacao. Estes componentes foram incubados em temperatura especifica conforme a
orientagdo do fabricante (Quadro 5), e apds o término da reagcado, 10uL da reacéo de
digestao foram misturados ao corante Loading Buffer e submetidos a eletroforese em

'2 Endonuclease de restricdo: Uma entre enorme variedade de nucleases que podem clivar uma molécula
de DNA em qualquer sitio onde uma pequena sequéncia de nucleotideos ocorre. (ALBERTS et al.
Molecular Biology of the cell. 3° edigdo — 1997. pG-8.)
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gel de poliacrilamida 12% (acrilamida/bis acrilamida) e corado com brometo de etidio
(1Img/mL). (SAMBROOK e RUSSEL, 2006).

Quadro 5: Reagentes e condi¢cGes para reacado de digestdao com endonuclease de restricao e sitio
de reconhecimento da enzima

Genes/posigao Alelos Tempo Enzima Sitio de restrigao Te Buffer Enzima
'"CAGCTG3'
-62 A/T Pvull > G 3 NE Buffer 2 Pvull
3GTCGACS
KBL 55CCGC3
-262 C/T Acl NE Buffer 3 Acil
. 3GGCGY5 37°C
Overnigth 5CCATGG3
252 A/G Neol NE Buffer 4 Ncol
3GGTACCYS
HTa 5CCCAGC3
80 A/C BseY 1 NE Buffer 3 BseY |
33GGGTCCYS

3.6.4 - Forma de analise dos resultados do estudo dos polimorfismos

O programa de andlise de imagens utilizada para a visualizacdo das
imagens obtidas nos géis de PCR e digestao foi o Gel Quant Olimpus® Camedia
C-5060 Wide Zoom.

As bandas constituidas de fragmentos menores de 30pb, ndo sao
visualizadas quando submetida a eletroforese em géis de poliacrilamida nesta
concentracdo. No entanto, este nao foi o fragmento utilizado para diferenciar os

gendtipos em nenhum dos polimorfismos estudados.
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O polimorfismo +80A/C do gene LTa cria um sitio de restricdo para a
enzima BseYl. A endonuclease de restricdo reconhece o sitio CCCAGC.
Individuos homozigotos para o alelo A foram identificados no gel através de
duas bandas produtos de digestdao com 198 e 28 pares de base. Individuos
heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrdo com 3 bandas com
226, 198 e 28 pares de base. Os individuos homozigotos para o alelo C
apresentaram uma Unica banda com 226 pares de base como mostrado na
Figura 4.

Figura 4: Fotografia de gel poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio onde
visualizamos os resultados da reacao de restricdo do polimorfismo +80A/C do gene
LTao.

As colunas 1 e 8 referem-se aos genétipos homozigotos para o alelo C (226pb), as colunas 2, 3, 5 e 6
aos genotipos heterozigotos (226 e 198pb) , a coluna 4 ao gendtipo homozigoto para o alelo A (198pb) e
a coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 100 pares de bases.

O polimorfismo +252A/G do gene LTa cria um sitio de restricdo para a
enzima Ncol. A endonuclease de restricao reconhece o sitio CCATGG.
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Individuos homozigotos para o alelo G foram identificados no gel através de
duas bandas produtos de digestdo com 194 e 32 pares de base. Individuos
heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrdo com 3 bandas com
226, 194 e 32 pares de base. Os individuos homozigotos para o alelo A
apresentaram uma unica banda com 226 pares de base como mostrado na

Figura 5.

Figura 5: Fotografia de gel poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio onde
visualizamos os resultados da reacao de restricdo do polimorfismo +252A/G do gene
LTo.

As colunas 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 9 referem-se aos gendétipos de homozigose para o alelo A (226pb), as
colunas 3 e 7 referem-se ao genétipo heterozigoto (226 e 194pb) e a coluna M refere-se ao marcador de
peso molecular de 100 pares de bases.
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O polimorfismo -62A/T do gene IkBL cria um sitio de restricao para a
enzima Pwvull. A endonuclease de restricdo reconhece o sitio CAGCTG.
Individuos homozigotos para o alelo A foram identificados no gel através de
duas bandas produtos de digestdo com 84 e 23 pares de base. Individuos
heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrao com 3 bandas com
107, 84 e 23 pares de base. Os individuos homozigotos para o alelo T
apresentaram uma unica banda com 107 pares de base como mostrado na
Figura 6.

Figura 6: Fotografia do gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio, onde
visualizamos os resultados da reacdo de digestdo do polimorfismo -62A/T do gene
IkBL.

As colunas 1, 6, 7, 8 e 9 referem-se genétipos T/T (107pb), as colunas 2 e 5 ao gendtipo A/A (84pb), as

colunas 3 e 4 A/T (107 e 84pb) e a coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 100 pares de
bases.
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O polimorfismo -262C/T do gene IkBL cria um sitio de restricdo para a
enzima Acil. A endonuclease de restricado reconhece o sitio CCGC. Individuos
homozigotos para o alelo C foram identificados no gel através de duas bandas
produtos de digestdo com 91 e 29 pares de base. Individuos heterozigotos para
o polimorfismo apresentaram um padrdo com 3 bandas com 120, 91 e 29 pares
de base. Os individuos homozigotos para o alelo T apresentaram uma Unica

banda com 120 pares de base como mostrado na Figura 7.

1 M 2 3 4 5 6 7 8
TT CT CT TT TT TT TT CT

Figura 7: Fotografia de gel poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio onde
visualizamos os resultados da reagcao de restricdo do polimorfismo -262C/T do gene
IKBL.

As colunas 1, 4, 6, 7 e 8 referem-se ao genétipo de homozigose para o alelo T (120pb), as colunas 2, 3 e
9 referem-se a heterozigose (120 e 91pb) e a coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 100
pares de bases.
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3.6.5 - Definicao dos haplétipos

As associacdes entre as doencas e o0 mapeamento nesta regiao (6p21.3)
se mostram problematicas devido a extensao dos desequilibrios de ligacao e
dificuldades de definir a funcionalidade das variantes importantes e certamente
os alelos devem ocorrer em combinagdo com freqliéncia que precisa ser
previsto em um estudo randomizado. (TAYLOR et al. 2008; KURLINOWITS et
al., 2009).

Definimos, portanto, os haplétipos a serem utilizados. Trata-se de uma
regidao em que desequilibrios de ligacao significativos foram descritos e por se
caracterizar como uma regidao altamente conservada entre as espécies optamos
por montar os haplétipos a partir da descricdo do banco de dados de
polimorfismos de base unica disponibilizados pelo NCBI. A partir da definicdo
dos alelos ancestrais e variantes para cada polimorfismo agrupamos em
homozigose do alelo ancestral mais heterozigose (denominado como presencga
do alelo ancestral) e avaliou-se o risco de desenvolvimento de carcinoma
epidermdide de cavidade oral em relacdo a homozigose do alelo variante. Para
cada um dos polimorfismos os haplétipos foram avaliados a partir dos grupos
que se seguem. (Quadro 6)

Quadro 6: Definicao dos haplétipos referente a cada polimorfismo estudado (IkBL-62A/T, IkBL-
262C/T, LTa+80A/C e +252A/G

Genes SNP Alelos Gendtipos Haplétipo
-62 | rs2071592 | A - Ancestral |A/A AA e AT - Presenca do alelo ancestral
T - Variante AT TT - Homozigose do alelo variante
IKBL /T
-262 |rs3219184 |C - Ancestral |C/C CC e CT - Presenca do alelo ancestral
T - Variante C/T TT - Homozigose do alelo variante
T/T
+252 | rs909253 A - Ancestral |A/A AA e AG - Presenca do alelo ancestral
G - Variante A/G GG - Homozigose do alelo variante
LTa G/G
+80 |rs2239704 |A - Ancestral |A/A AA e AC - Presencga do alelo ancestral
C - Variante A/C CC - Homozigose do alelo variante
C/C
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Para avaliar a interferéncia da presenca dos polimorfismos dos genes
estudados em relagdo ao desenvolvimento do carcinoma epiderméide de
cavidade oral, realizou-se uma regressao logistica ajustada para as variaveis de
confusdo com valor de p<0,2 na analise univariada explanatéria da

caracterizacao sécio-demografica. (género, etnia, tabagismo e etilismo)

3.6.6 - Estatistica

A populacdao do estudo de polimorfismos foi testada quanto ao equilibrio
de Hardy Weinberg e a normalidade das varidveis estudadas foi calculada
utilizando a regresséo logistica binaria através do qui-quadrado e teste exato de
Fisher, com o teste do nivel de significAncia de Lilliefors (significancia de
p<0,05).

A analise univariada das variaveis qualitativas permitiu escolher aquelas a
serem incluidas na modelagem multipla (ponto de corte: nivel descritivo p<0,20)
e foi realizada como forma de caracterizar a casuistica estudada.

Para modelagem do risco de desenvolvimento de tumor, utilizamos o
método stepwise forward e as caracteristicas que se apresentaram como
variaveis de interferéncia (p>0,2) foram utilizadas para a modelagem. Isto
aconteceu quanto ao género, etnia e tabagismo. Assim, estes dados foram
utilizados na regresséao logistica. O odds ratio (OR) e o intervalo de confianca de
95% (IC 95%).

Considerando ainda a proximidade fisica dos genes — ambos localizados
no locus TNF do MCH - realizou-se analise bivariada avaliando o grupo com a
homozigose dos alelos ancestrais agrupados aos heterozigotos contra a
homozigose dos alelos variantes dos quatro polimorfismos estudados, através
do teste Exato de Fisher devido as caracteristicas de distribuicao dos grupos.




4 - RESULTADOS
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A analise molecular dos polimorfismos IkBL -262/-62 e LTa +80/+252 foi
realizada em 159 individuos diagnosticados com carcinoma epidermdide de
cavidade oral, proveniente dos servigos de cirurgia dos centros participantes do
estudo e de 177 individuos controles internados no Hospital Heliopolis. A
distribuicdo das variaveis sécio-demograficas foi avaliada pelo teste de qui-

quadrado. (Tabela 2)

Tabela 2: Analise das caracteristicas sdcio-demograficas dos pacientes portadores de carcinoma
epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle P
n (%) n (%)
Género
Feminino 24 15% 19 11% 0,2323
Masculino 135 85% 158 89%
Faixa etaria
<40 12 8% 14 8%
41 a50 43 27% 64 36%
51 a60 56 35% 59 33% 0,2383
61a70 40 25% 29 16%
> 70 8 5% 11 6%
Etnia
Branco 109 69% 99 56%
Nao Branco 47 30% 78 44% 0,0088
Nao informado 3 2% 0 0%
Etilismo
Etilista 93 58% 85 48%
Etilismo no passado 48 30% 57 32% 0,0597
Nao etilista 18 11% 35 20%
Tabagismo
Nao tabagista 10 6% 30 17%
Tabagismo no passado 23 14% 57 32% 0,0026
Tabagismo atual 126 79% 90 51%
TOTAL 159 177

* Significancia valor de p <0,05

Considerando o género, idade e héabitos como fatores de risco
consagrados para o desenvolvimento do carcinoma epidermoide de cabega e
pescoco a amostra foi avaliada em relagao a estes indicadores epidemioldgicos.
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As variaveis: etnia, etilismo e tabagismo apresentaram, apés teste de qui-
quadrado, valor menor que 0,2 (0,0088; 0,0597 e 0,0026, respectivamente),
sendo consideradas portanto, nas analises de regressao logistica posteriores. A
andlise de distribuicdo de género e da idade dos individuos estudados néo

indicaou diferengas significativas entre os dois grupos. (Tabela 2)

ApoOs genotipagem e tabulacdo dos dados, os polimorfismos foram
estudados em relagdo ao equilibrio de Hardy-Weimberg. A populagédo controle
encontra-se em equilibrio em relagdo a distribuicdo dos polimorfismos
estudados, com excecao do IKBL-62, os individuos do grupo caso encontra-se
em equilibrio para os dois polimorfismos estudados do gene LTa mas nao dos

polimorfismo do gene IkBL.

Quando somamos as duas populacdes (casos e controles) e as
estudamos como uma populagao unica, observamos ha equilibrio para os dois
polimorfismos do gene LTa e para os polimorfismos do gene IkBL a populacao
nao esta em equilibrio. (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo de alelos segundo a teoria do equilibrio de Hardy-Weimberg em pacientes
com carcinoma epidermoide de cavidade oral e em individuos controles e populacao total (caso e
controle) em relacdo a presenca dos polimorfismos dos genes IkBL-62, IkBL-262, Lta+80 e
Lta+252.

Caso p* Controle p* TOTAL p*
AA 67 67 134
-62 AT 46 0,0001 72 0,72 118 0,0102
E:' TT 32 17 49
—] cC 12 12 24
-262 CT 14 7.7197E-13 23 0.00 37 6.0632E-18
TT 127 117 244
AA 32 14 46
80 AC 55 0,1417 88 0,00 143 0,0670
= cc 40 30 70
- AA 63 81 144
252 AG 61 0,3260 85 0,04 146 0,4923
GG 21 10 31

* Significancia valor de p <0,05
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Na correlagdo bivariada da analise de risco para o desenvolvimento do
carcinoma epidermédide de cavidade oral foi avaliado em 145 pacientes e 156
controles e a distribuicdo dos alelos variantes do polimorfismo IkBL-62

apresentou resultados significativos entre os grupos. (Tabela 4)

Tabela 4: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em
relacao a presenca do polimorfismo IkBL-62 em pacientes com carcinoma epidermoéide de
cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle P
n (%) n (%)
IKBL -62AA 67 46% 67 43%
IKBL -62AT 46 32% 72 46% 0,0070
IKBL -62TT 32 22% 17 11%
TOTAL 145 100% 156 100%

* Significancia valor de p <0,05

Tabela 5: Regressées logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, etilismo e etnia (stepwise
foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermodide de cavidade oral em relacdo a
presenca do polimorfismo IkBL — 62.

OR I.C. (95%) P
IKBL -62(AT/ AA) 0,6389 0,3869 1,0550 0,0800
IKBL -62(TT/ AA) 1,8824 0,9548 3,7108 0,0678
IKBL -62(AT/ AA) 0,6864 0,4067 1,1584 0,1587
IKBL -62(TT/ AA) 1,9533 0,9541 3,9989 0,0670
Tabagismo atual 4,7929 2,1074 10,9002 0,0002
Tabagismo no passado 1,6373 0,6486 4,1328 0,2966
IKBL -62(AT/ AA) 0,6826 0,4041 1,1529 0,1533
IKBL -62(TT/ AA) 1,9374 0,9424 3,9828 0,0721
Tabagismo atual 4,2379 1,7973 9,9923 0,0010
Tabagismo no passado 1,4739 0,5687 3,8198 0,4246
Etilismo atual 1,4119 0,6720 2,9666 0,3626
Etilismo no passado 1,3972 0,6323 3,0875 0,4083
IKBL -62(AT/ AA) 0,7315 0,4277 1,2509 0,2534
IKBL -62(TT/ AA) 1,9864 0,9549 4,1321 0,0663
Tabagismo atual 4,5386 1,8990 10,8474 0,0007
Tabagismo no passado 1,5620 0,5956 4,0966 0,3646
Etilismo atual 1,5226 0,7084 3,2727 0,2815
Etilismo no passado 1,5753 0,6952 3,5694 0,2762
Etnia (Nao Branco) 0,4540 0,2710 0,7605 0,0027

* Significancia valor de p <0,05
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Ao inserir as variacdes do gene IkBL-62 no modelo de regressao logistica,
considerando a homozigose de A como risco um, a homozigose do alelo T indica
aumento de risco de aproximadamente 1,88 vez, no entanto, a probabilidade (p)
€ maior que 0,05, ndo representando portanto uma variavel de interferéncia no
desfecho. (Tabela 5)

Ao adicionarmos as outras variaveis de interferéncia no modelo o aumento
de risco indicado pela homozigose do alelo T se mantém, mas em todas as

modelagens o valor de p é maior de 0,05. (Tabela 5)

O haplétipo formado a partir da jungcédo dos individuos com a presenga do
alelo A, na posigao -62 do gene IkBL (AA+AT) considerado risco um contra a
homozigose do alelo T na mesma posicao apresentou valores significativos.
(Tabela 6)

Tabela 6: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em
relacao ao haploétipo do polimorfismo do gene IkBL-62 em pacientes com carcinoma epidermoide
de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle P
n (%) n (%)
IKBL -62 AA+AT 113 78% 139 89% 0.0087
IKBL -62 TT 32 22% 17 11% -
TOTAL 145 100% 156 100%

* Significancia valor de p <0,05

No modelo de regressdo a homozigose do alelo T indica um aumento de
risco de desenvolvimento de carcinoma epiderméide de aproximadamente 2
vezes. Ao adicionarmos as variaveis interferentes no modelo, o risco conferido
pela homozigose do alelo IKBL-62T tem um discreto decréscimo a cada variavel
adicionada, indicando na modelagem final aumento de risco de 2,29 vezes,
sendo o tabagismo atual a variavel de interferéncia com valores significantes
(aumento de risco de 4,59 vezes), no entanto apresenta intervalo de confianga
de 1,93 - 10,97. (Tabela 7)
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Tabela 7: Regressées logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, etilismo e etnia (stepwise
foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermdide de cavidade oral em relacao ao
haplotipo do polimorfismo do gene IkBL-62.

OR I.C. (95%) p
IKBL -62(TT/AA+AT) 2,3155 1,2228 4,3845 0,0100
IKBL -62(TT/AA+AT) 2,3177 1,1779 4,5604 0.0149
Tabagismo atual 4,8235 2,1247 10,9501 0,0002
Tabagismo no passado 1,5937 0,6334 4,0099 0,3222
IKBL -62(TT/AA+AT) 2,3038 1,1658 4,5527 0,0163
Tabagismo atual 4,2939 1,8259 10,0976 0,0008
Tabagismo no passado 1,4386 0,5569 3,7160 0,4526
Etilismo atual 1,3901 0,6631 2,9139 0,3831
Etilismo no passado 1,3918 0,6315 3,0676 0,4122
IKBL -62(TT/AA+AT) 2,2882 1,1450 4,5730 0.0191
Tabagismo atual 4,5980 1,9273 10,9698 0,0006
Tabagismo no passado 1,5326 0,5857 4,0102 0,3843
Etilismo atual 1,5156 0,7057 3,2551 0,2863
Etilismo no passado 1,5843 0,6998 3,5869 0,2697
Etnia (Nao Branco) 0,4419 0,2645 0,7383 0,0018

* Significancia valor de p <0,05

Na analise de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermdide de
cavidade oral a variacdo de bases no polimorfismo IkBL-262, foram avaliados
153 pacientes e 152 controles, a homozigose do alelo T mais frequente nas
duas populacdes estudadas e a distribuicdo dos grupos nao indicou interferéncia
do polimorfismo no desfecho, sendo o valor desta analise maior que 0,05.
(Tabela 8)

Tabela 8: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em
relacdo a presenca do polimorfismo do gene IkBL-262 em pacientes com carcinoma epidermoide
de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle p
n (%) n (%)
IKBL -262CC 12 8% 12 8%
IKBL -262CT 14 9% 23 15% 0,2731
IKBL -262TT 127 83% 117 77%
TOTAL 153 100% 152 100%

* Significancia valor de p <0,05
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Apds montarmos as possiveis combinagdes entre os haplétipos do gene
IKBL (-62 e -262), foi realizada andlise bivariada nos 143 pacientes com
carcinoma e 137 individuos controles. (Tabela 9)

Tabela 9: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em
relacao a combinacdo dos haplotipos dos polimorfismos do gene IkBL-62 e -262 em pacientes
com carcinoma epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle p
n (o/o) n (°/o)
IKBL -62AA+AT -262CC+TT 21 15% 29 21%
IKBL -62AA+AT -262TT 89 62% 93 68% 0.0112
IKBL -62TT -262CC+CT 5 3% 6 4% ’
IKBL -62TT -262TT 28 20% 9 7%
TOTAL 143 100% 137 100%

* Significancia valor de p <0,05

Tabela 10: RegressoOes logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, etilismo e etnia
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em relacao
a combinacao dos haplétipos dos polimorfismos do gene IkBL-62 e -262.

OR I.C. (95%) p
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 1,3216 0,7022  2,4872 0,3875
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT) 1,1508 0,3096  4,2778 0,8339
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 4,2963 1,682 10,9739 0,0023
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 1,2332 0,6312  2,4093 0,5396
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT) 0,8719 0,2172  3,4997 0,8467
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 4,321 1,5668 11,9168  0,0047
Tabagismo atual 6,3961 2,632 15,5434  0,0000
Tabagismo no passado 1,9682 0,7333 5,2823 0,1789
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 1,2126 0,6185 2,3775 0,5746
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT) 0,8056 0,1971  3,2922 0,7635
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 4,2462 1,5254 11,8210 0,0056
Tabagismo atual 5,8287 2,3188 14,6513 0,0002
Tabagismo no passado 1,7294 0,6244  4,7895 0,2919
Etilismo atual 1,2805 0,5818 2,8181 0,5390
Etilismo no passado 1,5134 0,6469  3,5406 0,3393
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 1,1444 0,5748 2,2783 0,7011
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT) 0,8573 0,2086  3,5237 0,8309
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT) 4,1286 1,4454 11,7925  0,0081
Tabagismo atual 6,2807 2,4742 15,9432  0,0001
Tabagismo no passado 1,8439 0,6587 5,1615 0,2440
Etilismo atual 1,3238 0,5882  2,9808 0,4981
Etilismo no passado 1,6021 0,6673  3,8463 0,2916
Etnia (Nao Branco) 0,4542 0,2644  0,7801 0,0042

* Significancia valor de p <0,05
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A analise de risco considerando a combinacdo dos haploétipos dos
polimorfismos do gene IKBL, apresentou valores significativos para o aumento
de risco em aproximadamente 4 vezes quando avaliamos a homozigose do alelo
T nas duas posi¢gées quando consideramos o grupo com a presenga dos alelos
ancestrais como risco 1 (IKBL -62AA+AT -262CC+TT). (Tabela 10)

Andlise de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermdide de
cavidade oral foi avaliado em 127 pacientes e 131 controles em relacdo a
presenca do polimorfismo na regido +80 do gene LTa apresentou resultados

significativos. (Tabela 11)

Tabela 11: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral
em relacdo a presenca do polimorfismo do gene LTa+80 em pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle P
n (%) n (%)
Lta +80AA 32 25% 14 11%
Lta +80AC 55 43% 88 67% 0,0003
Lta +80CC 40 31% 29 22%
TOTAL 127 100% 131 100%

* Significancia valor de p <0,05

Ao incluirmos o polimorfismo LTa+80 no modelo de regresséo,
considerando a homozigose do alelo A como risco um, observou-se que a
heterozigose indica ser um fator de protecédo, com resultados significativos. Ao
inserirmos as outras variaveis selecionadas, observamos que o valor indicativo
de protecdo ao desenvolvimento do risco manteve-se abaixo do valor de 0,05,
sendo apenas o tabagismo atual a varidvel interferente nesta modelagem.
(Tabela 12)
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Tabela 12: Regressoes logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, etilismo e etnia
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em relacao
a presenca do polimorfismo LTa+80.

OR I.C. (95%) p
Lta +80(AC/ AA) 0,2734 0,1341 0,5576 0,0004
Lta +80(CC/ AA) 0,6034 0,2741 1,3286 0,2097
Lta +80(AC/ AA) 0,2571 0,1209 0,5467 0,0004
Lta +80(CC/ AA) 0,6458 0,2795 1,4921 0,3062
Tabagismo atual 3,4157 1,4433 8,0834 0,0052
Tabagismo no passado 0,7881 0,2972 2,0898 0,6322
Lta +80(AC/ AA) 0,2552 0,1194 0,5455 0,0004
Lta +80(CC/ AA) 0,6552 0,2819 1,5224 0,3256
Tabagismo atual 3,3327 1,3621 8,1539 0,0084
Tabagismo no passado 0,8197 0,3015 2,2289 0,6969
Etilismo atual 1,1794 0,5319 2,6151 0,6846
Etilismo no passado 0,9025 0,3849 2,1162 0,8135
Lta +80(AC/ AA) 0,2132 0,0969 0,4690 0,0001
Lta +80(CC/ AA) 0,5534 0,2324 1,3176 0,1813
Tabagismo atual 3,8665 1,5419 9,6957 0,0039
Tabagismo no passado 0,9892 0,3559 2,7492 0,9834
Etilismo atual 1,3217 0,5819 3,0023 0,5052
Etilismo no passado 0,9730 0,4026 2,3515 0,9515
Etnia (Nao Branco) 0,3810 0,2113 0,6870 0,0013

* Significancia valor de p <0,05

O haplétipo formado a partir da jun¢édo dos individuos com a presenca do
alelo C na posi¢cao +80 do gene LTa considerado risco um contra a homozigose

do alelo A na mesma posi¢cao apresentou valores significativos. (Tabela 13)

Tabela 13: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral
em relacdo ao haplétipo do polimorfismo do gene LTa+80 em pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle p
n (%) n (%)
Lta +80(AA) 32 25% 14 1% 50021
Lta +80(AC+CC) 95 75% 118 89%
TOTAL 127 100% 132 100%

* Significancia valor de p <0,05
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No modelo de regressao o agrupamento da homozigose do alelo C mais a
heterozigose na posicdo +80 do gene Lta foi considerado risco 1, a homozigose
do alelo A no modelo indica um aumento de risco de 2,83 vezes, este risco apos
a adicao das outras variaveis de interferéncia mantém valor significativo, com o

OR passando a 3,41 vezes. (Tabela 14)

Tabela 14: RegressoOes logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, etilismo e etnia
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em relacao
ao haplotipo do polimorfismo do gene LTa+80.

OR I.C. (95%) p
Lta +80 (AA/ AC+CC) 2,8391 1,4331 5,6245 0,0028
Lta +80 (AA/ AC+CC) 2,8772 1,4000 5,9130 0,0040
Tabagismo atual 3,4091 1,4609 7,9550 0,0046
Tabagismo no passado 0,8643 0,3316 2,2525 0,7654
Lta +80 (AA/ AC+CC) 2,8786 1,3963 5,9344 0,0042
Tabagismo atual 3,4554 1,4326 8,3341 0,0058
Tabagismo no passado 0,9115 0,3420 2,4296 0,8531
Etilismo atual 1,0139 0,4684 2,1947 0,9720
Etilismo no passado 0,8233 0,3582 1,8926 0,6471
Lta +80 (AA/ AC+CC) 3,4177 1,6167 7,2251 0,0013
Tabagismo atual 3,9988 1,6234 9,8498 0,0026
Tabagismo no passado 1,0970 0,4039 2,9797 0,8558
Etilismo atual 1,1105 0,5020 2,4565 0,7958
Etilismo no passado 0,8628 0,3649 2,0401 0,7368
Etnia (Ndo Branco) 0,3849 0,2160 0,6861 0,0012

* Significancia valor de p <0,05

Anélise de risco para o desenvolvimento do carcinoma epiderméide de
cavidade oral foi avaliado em 145 pacientes e 176 controles em relacdo a
presenca do polimorfismo LTa+252 e apresentou resultados significativos.
(Tabela 15)
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Tabela 15: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermdide de cavidade oral
em relacao a presenca do polimorfismo do gene LTa+252 em pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle P
n (%) n (%)
Lta +252AA 63 43% 81 46%
Lta +252AG 61 42% 85 48% 0,0277
Lta +252GG 21 14% 10 6%
TOTAL 145 100% 176 100%

* Significancia valor de p <0,05

Tabela 16: Regressoes logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, género e etnia
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em relacao
a presenca do polimorfismo LTa+252.

OR I.C. (95%) P
Lta +252(AG/AA) 0,9227 0,5794 1,4695 0,7347
Lta +252(GG/AA) 2,7000 1,1870 6,1418 0,0179
Lta +252(AG/AA) 1,0768 0,6600 1,7571 0,7670
Lta +252(GG/AA) 3,2139 1,3474 7,6658 0,0085
Tabagismo atual 4,1454 1,8817 9,1323 0.0004
Tabagismo no passado 1,2108 0,4968 2,9511 0,6738
Lta +252(AG/AA) 1,0686 0,6525 1,7500 0,7922
Lta +252(GG/AA) 3,1561 1,3149 7,5752 0,0101
Tabagismo atual 3,8031 1,6735 8,6429 0,0014
Tabagismo no passado 1,1464 0,4598 2,8582 0,7695
Etilismo atual 1,2942 0,6435 2,6025 0,4694
Etilismo no passado 1,1998 0,5658 2,5440 0,6348
Lta +252(AG/AA) 1,0883 0,6574 1,8018 0,7421
Lta +252(GG/AA) 3,6460 1,4671 9,0610 0,0054
Tabagismo atual 4,0354 1,7549 9,2792 0.0010
Tabagismo no passado 1,2543 0,4979 3,1597 0,6308
Etilismo atual 1,4389 0,7016 2,9510 0,3207
Etilismo no passado 1,3122 0,6038 2,8521 0,4927
Etnia (Nao Branco) 0,4525 0,2741 0,7469 0.0019

* Significancia valor de p <0,05

Quando avaliado através do método stepwise foward, a homozigose do
alelo G na posicdo +252 do gene LTa, indica aumento de risco de
aproximadamente 2 vezes. Ao adicionarmos as varidveis selecionadas na

caracterizacao, observa-se que o risco proporcionado pela homozigose de G
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nesta regido passa para 3,1561 vezes, sendo o tabagismo atual indicado como
variavel interferente no desfecho. (Tabela 16)

O haplétipo formado a partir da jungcédo dos individuos com a presenga do
alelo A, na posicdo +252 do gene LTa (AA+AG) considerado risco um contra a
homozigose do alelo G na mesma posicao apresentou, apos analise bivariada

valores significativos. (Tabela 17)

Tabela 17: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermdide de cavidade oral
em relacdo ao haplotipo do polimorfismo do gene LTa+252 em pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle P
n (%) n (%)
Lta +252AA+AG 124 86% 166 94% 0.0079
Lta +252GG 21 14% 10 6% -
TOTAL 145 100% 176 100%

* Significancia valor de p <0,05

A inclusdo do haploétipo na modelagem, indica a homozigose do alelo G
como fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermdide de
cavidade oral com OR de 2,8113. Ao acrescentarmos as variaveis ao modelo,
observou-se que a homozigose de G nesta posicao representa nesta populacao
um aumento de risco de aproximadamente 3 vezes, sendo o tabagismo atual a

variavel de interferéncia com valores significativos no desfecho. (Tabela 18)




RESULTADOS 47

Tabela 18: Regressoes logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, género e etnia
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral em relacao
ao haplotipo do polimorfismo do gene LTa+252.

OR I.C. (95%) p
Lta +252(GG/ AA+AG) 2,8113 1,2783 6,1829 0,0102
Lta +252(GG/ AA+AG) 3,0930 1,3478 7,0983 0,0077
Tabagismo atual 4,0915 1,8663 8,9699 0,0004
Tabagismo no passado 1,2031 0,4940 2,9297 0,6839
Lta +252(GG/ AA+AG) 3,0475 1,3220 7,0252 0,0089
Tabagismo atual 3,7567 1,6618 8,4926 0,0015
Tabagismo no passado 1,1416 0,4581 2,8449 0,7762
Etilismo atual 1,2981 0,6458 2,6090 0,4639
Etilismo no passado 1,1929 0,5633 2,5261 0,6450
Lta +252(GG/ AA+AG) 3,4845 1,4626 8,3015 0,0048
Tabagismo atual 3,9698 1,7368 9,0736 0,0011
Tabagismo no passado 1,2459 0,4950 3,1360 0,6406
Etilismo atual 1,4445 0,7048 2,9603 0,3152
Etilismo no passado 1,3012 0,5998 2,8228 0,5052
Etnia (Nao Branco) 0,4550 0,2760 0,7502 0,0020

* Significancia valor de p <0,05

As combinagdes entre os haplotipos do gene LTa (+80 e +252), foram
elaboradas e realizou-se analise bivariada nos 126 pacientes com carcinoma e
131 individuos controles, que possuiam genotipagem dos dois polimorfismos do

gene Lta. (Tabela 9)

Tabela 19: Analise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de cavidade oral
em relacdo a combinacdo dos haplétipos dos polimorfismos do gene LTa +80 e +252 em pacientes
com carcinoma epidermoide de cavidade oral e individuos controles.

Caso Controle
n(%) n(%) P
Lta 252 AA+AG +80AA 24 19% 14 11%
Lta 252 AA+AG +80AC+CC 82 65% 112 85% 0.0004
Lta 252 GG +80AA 8 6% 0 0% E—
Lta 252 GG +80AC+CC 12 10% 5 4%
TOTAL 126 100% 131 100%

* Significancia valor de p <0,05

Determinamos como risco 1 o agrupamento dos genédtipos Lta

+252AA+AG /+80AA+AC e avaliamos o risco da combinacao do outros gendétipos
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no risco de desenvolvimento da doenca. A presenca do alelo Lta+252A somada
a homozigose do alelo Lta+80C, confere um risco de aproximadamente 2 vezes

para o desenvolvimento do carcinoma epidermédide de cavidade oral. (Tabela 20)

Tabela 20: RegressoOes logisticas ajustadas segundo variaveis tabagismo, etilismo e etnia
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermodide de cavidade oral em relacao
a combinacao dos haploétipos dos polimorfismos do gene LTa +80 e +252.

Odds Ratio 95% P
Lta (+252AA+AG +80CC/ +252AA+AG +80AA+AC) 2,4633 1,1531 5,2622  0,0199
Lta (+252GG +80AA+AC/ +252AA+AG +80AA+AC) 3460244 0,0000 >1.0E12 0,9829
Lta (+252GG +80CC/+252AA+AG +80AA+AC) 5631267 0,0000 >1.0E12 0,9701
Tabagismo atual 3,6427 1,1728 11,3141  0.0254
Tabagismo no passado 3,5800 1,4333  8,9420 0,0063
Etilismo atual 0,9737 0,3525 2,6891 0,9589
Etilismo no passado 0,8872 0,4069 1,9342 0,7634
Lta (+252AA+AG +80CC/ +252AA+AG +80AA+AC) 2,8779 1,3191  6,2791 0,0079
Lta (+252GG +80AA+AC/ +252AA+AG +80AA+AC) 2430603 0,0000 >1.0E12 0,9833
Lta (+252GG +80CC/+252AA+AG +80AA+AC) 8716878 0,0000 >1.0E12 0,9678
Tabagismo atual 4,0641 1,2430 13,2879 0,0203
Tabagismo no passado 4,3814 1,6981 11,3048 00,0023
Etilismo atual 1,2313 0,4342 3,4917  0,6956
Etilismo no passado 0,9725 0,4347 2,1758  0,9459
Etnia (Ndo Branco) 0,7801 0,3263 1,8650 0,5766

* Significancia valor de p <0,05




5 - DISCUSSAO




DISCUSSAO 50

As proteinas transcritas a partir dos genes localizados no locus TNF
(6p21.3) caracterizados inicialmente pelo papel desempenhado na resposta
imune levam a varias doencas, incluindo a formacdo de tumores e
transformacgcao maligna da célula. Nesta regido estédo inseridos os genes IkBL e
LTa alvos do nosso estudo, e seus transcritos estdo também relacionados a
modulagcdo da via de sobrevivéncia, proliferagcdo e transformacdo maligna da
célula mediada pelo fator de transcricao NFkB. (CLARKE et al., 2006; TAYLOR
et al., 2008; AGGARWAL e GEHLOT, 2009).

A LTa como receptora de membrana, ativa através de fosforilagdo, as
kinases responsaveis por desinibir — marcando os inibidores como o IkBL para
serem degradados por via proteossomal — as subunidades de NFkB que
apresentam entdo suas porgdoes protéicas de localizagdo nuclear, se
translocando ao nucleo para iniciar a transcricao de proteinas alvo relacionadas
a sobrevivéncia e proliferacao celular. Como citocina livre, a LTa age através da
mesma via, no entanto pode se acoplar tanto ao receptor comum que possui
com o TNFa, quanto a seu receptor especifico a LTB, que leva
conseguintemente a ativacao da via NFkB pelas vias canfnicas e ndo-candnica.

A proteina IkBL faz parte de um grupo de inibidores que tém como funcéao
principal inibir a translocagdo das subunidades de NFkB para o nucleo, ou retira-
las do mesmo quando a homeostase celular for restaurada. A proteina IkBL, por
possuir uma repeticdo anquirina, liga-se ao NFkB e o inibe de realizar este

trajeto intracelular.

Ambos relacionados a inflamagcao em suas primeiras descricdes, 0s genes
LTa e IkBL, podem ainda interferir na transcricdo de genes de sobrevivéncia e
proliferacdo como citado anteriormente e focando-se nessa capacidade de
modulacdo de resposta intra e inter celular, selecionamos dois polimorfismos
funcionais na regiao codificadora do gene LTa+80A/C, LTa+252A/G e dois
polimorfismos igualmente funcionais da regidao promotora do gene IkBL-62A/T e
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IkBL-262C/T por serem relacionados a quantidade e atividade das proteinas

transcritas.

O propésito deste estudo foi avaliar a possivel contribuicdo dessas
alteragcdes - isoladamente ou formando haplétipos — como fatores de risco no

desenvolvimento do carcinoma epidermdide de cavidade oral.

A diferenca dos sitios acometidos (andar inferior e superior da cavidade
oral) apesar de terem comportamento biolégico diferentes, ndo interferiu nos
resultados, pois os fatores de risco — objeto deste estudo — sdo os mesmos.

Quanto a diferenca dos grupos casos e controles em relacdo aos habitos
de etilismo e tabagismos e a distribuicdo étnica (Tabela 2 — pag 36) também néo
interferiram em nossos resultados, pois foram ajustados quando da analise
logistica para identificagcdo dos polimorfismos como fatores independentes de

risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermdéide de cavidade oral.

Os polimorfismos dos genes IKBL e LTa na populacdo estudada nao se
encontram em Equilibrio de Hardy-Weinberg, este equilibrio pode ser violado
por diversas razbes entre elas encontram-se a consangulinidade, deriva
genética, tamanho da populacado, selecdao natural, desequilibrio de ligacdes
génicas entre tantos outros fatores interferentes. Alguns destes efeitos podem
também, ocasionalmente, atuar em diferentes direcdes, cancelando o outro
(KOHN et al., 2000; REICH et al., NATURE 411, 2001, TRIKALINOS, 2006).
Deve-se considerar que a populagao estudada nao foi recrutada ao acaso e sim
considerando sub-grupos especificos comparaveis o que pode indicar mais um
possivel viés para o calculo do equilibrio de distribuicdo alélica na nossa
populacao hospitalar, além dos desequilibrios de ligacdo descritos na regiao
21.3 do bracgo curto do cromossomo 6, onde estdo localizados os genes Lta e
IkBL.
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Para Thompson, por se tratar de um teorema em que varias situacdes
hipotéticas devem ser consideradas, ao analisarmos populagbées humanas e
alelos relacionados a doencas, essas suposi¢cdées em geral ndo se confirmam e
0s gendtipos em uma determinada populacdo podem nao estar em equilibrio.
Entretanto, relata ainda que desvios em genétipos relacionados a doencas
devam ser estudados. (THOMPSON e THOMPSON, 2002)

Nossos achados indicam que os polimorfismos IkBL-62T, LTa +80A e
+252G e a combinacao dos haplétipos do gene IkBL (-62TT -262TT) e do gene
LTa (+252AA/AG +80CC) estao associados ao aumento do risco de
desenvolvimento do carcinoma epidermdide de cavidade oral (p=0,0191; 0,0013;
0,0048; 0,0081 e 0,0079, respectivamente), apds os ajustes considerando as

variaveis de confusoes.

Os polimorfismos de base Unica na regido promotora do gene IkBL foram
descritos como possiveis moduladores de sua expressdao, 0 que
consequentemente altera a inibicao da proteina NFkB ativado, em displasias e
carcinoma epiderméide, marcador protéico relacionado com progressao da
displasia e diminuicdo da sobrevida carcinoma epiderméide de cabeca e

pescogo.

Allock et al., 2001 descreve a funcionalidade do polimorfismo IkBL-62A/T
e associa uma baixa expressao do gene na presenca do alelo A em relagdo ao
alelo T, a substituicdo nesta regido pode interromper a ligacdo do elemento
regulador da expressao E-box binding no promotor do gene diminuindo a
sinalizacdo de sua transcricdo, enquanto o polimorfismo na regidao -262C/T
possivelmente seleciona o fator de transcricdo a ser ligado na regiédo
codificadora do gene, modulando assim o tipo de estimulo posterior. (SEKIDO et
al., 1994; ALLOCK et al., 2002; SEMPLE et al, 2002; YAMASHITA et al, 20083;
BOODHOO et al., 2004) .
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Nossos resultados, porém nao sao concordantes com a hipétese de que a
inibicdo da via NFkB a partir da ligacdo com o IkBL pode ser comprometida
apenas pela alteracdo da quantidade transcrita da proteina, pois a homozigose
do alelo T (responsavel por interromper o fator de transcricao E-box) na posicao
-62 aumenta em aproximadamente 2 vezes o risco de desenvolvimento do
carcinoma, possivelmente indicando que a alteragcdo apenas da quantidade de
proteinas transcritas a partir do estimulo deste fator de transcricdo em especial
pode nao significar uma menor inibicdo do NFkB e que possivelmente outros
sitios de acoplamento de fatores de transcricdo podem ajustar a quantidade de
proteina transcrita. O polimorfismo IkBL-262C/T no nosso estudo nao
apresentou resultados significantes quando analisado isoladamente, na
formacao de haploétipos ou como fator independente de risco na regressao
logistica.

Porém, a proximidade dessas alteragdes e as caracteristicas fisicas
proprias da regidao em que estdo inseridas e as funcionalidades diferentes
relacionadas a essas alteragcbes, provavelmente geram uma relacao entre os

dois polimorfismos do gene |IkBL.

Como descrito por Allen (2008) e Chen (2008), a diminuicdo da inibicao
das proteinas NFkBs através das proteinas |IkBs pode aumentar o indice de
transcricdo de proteinas responsaveis pela sobrevivéncia celular e proliferagao,
sendo portanto um dos mecanismos facilitadores da transformagdo maligna da
célula. (ALLEN et al, 2008; CHEN, 2008). Nossos resultados concordam com
esta afirmacao quando analisamos o haplétipo deste gene onde o agrupamento
dos alelos ancestrais (IkBL -62AA+AT e -262CC+CT) — menor quantidade de
proteina transcrita, porém com funcionalidade apoptética - contra a homozigose
do alelo variantes (-62TT e -262TT) — maior quantidade de proteina transcrita,
com menor capacidade apoptoética — indica maior freqtiéncia do haplétipo dos
alelos variantes nos pacientes com carcinoma epiderméide de cavidade oral,
com aumento do risco de desenvolvimento da doenca em 4 vezes, sendo este

agrupamento um fator independente para esta suscetibilidade.
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Nossos achados s&do concordantes com o papel desempenhado pela
homozigose do alelo A do gene LTa no aumento de risco do desenvolvimento de
carcinoma epidermdide de cavidade oral, sendo esta responséavel pelo aumento
de aproximadamente 3 vezes do risco. Apesar de suas fungbes anti-celulares
descritas inicialmente, a baixa expressdo da LTa parece aumentar o risco do
desenvolvimento de tumores gastricos, de mama, colorretal e esbéfago. Em
experimentos in vitro, a presenca do alelo LTa+80A foi associada com niveis
significativamente mais baixos da proteina Lta em comparacado a presenca do
alelo C, devido a ligacdo da ABF1. que suprime a producdo da proteina.
(KNIGHT et al. 2004, ALCAIS et al., 2007).

Nossos achados correlacionam a presengca do alelo LTa+252G ao
aumento do risco de desenvolvimento do CEC de cavidade oral em
aproximadamente 3 vezes. Avaliamos o agrupamento dos alelos ancestrais
(LTa+252AA/AG), considerando este grupo como risco 1, contra a homozigose
do alelo G nesta posicao e o risco de desenvolvimento continuou aumentado em
aproximadamente 3 vezes, indicando que possivelmente o gendétipo responsavel
pela expressao diferente da proteina esta relacionado a homozigose do alelo
variante, em concordancia com o trabalho de Ozaki et al. em 2003 e Yapijakis et
al. em 2009 que ao realizarem estudos funcionais mostraram que o polimorfismo
LTa+252A/G no primeiro intron afeta a transcricdo da proteina promovendo um
aumento da atividade. Este polimorfismo pode ainda alterar a quantidade de
proteinas Lta e TNFa transcritas, sendo o alelo +252G responsavel pela maior
quantidade de proteina e mRNA no soro, o estudo de Yapijakis correlaciona
ainda a menos frequente +252G ao aumento do risco de cancer oral. (OZAKI et
al., 2003; YAPIJAKIS et al, 2009).

A associagao entre os possiveis fenotipo gerados pela combinagcdo dos
polimorfismos pode ser sugerida ao se avaliar o agrupamento dos alelos dos
dois polimorfismos estudados do gene LTa (+252 AA/AG e +80AA/AC),
considerando o risco um para este haplétipo, contra a homozigose do alelo
variante C na posicao +80 combinado a presenca do alelo A na posicao +252 do
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gene LTa (+252AA+AG e +80CC) apresentaram relagao significantes como fator
de risco para desenvolvimento do carcinoma epidermdide da cavidade oral.
Apesar de agrupados significarem aumento tanto de quantidade transcrita de
proteina quanto de atividade da mesma, como o sugerido por Knight (2004) e
Azmy (2004) onde relatam que o alelo LTa+252G, sem a presenc¢a do haplétipo
+80A pode estar associado a alta produgcdo de LTa que estdo relacionadas a
doencas autoimunes, infecgcbes bacterianas e cancer (6sseo, mama, colorretal,
figado e es6fago), bem como a supressao ocasionada pelo haplétipo LTa+80A.
A alta quantidade de proteina, neste caso, pode levar a regulacdo da mesma por
fatores nucleares de supressdao de transcricdo, bem como levar a apoptose
através da via das caspases, via pela qual foi identificada inicialmente. (KNIGHT
et al., 2004, AZMY et al, 2004).

Assim, nossos resultados indicam que os pacientes com homozigose dos
alelos IkBL-62T, LTa+80A e +252G, identificados através de PCR-RFLP a partir
de sangue periférico, apresentaram risco aumentado de desenvolvimento do
carcinoma epidermédide da cavidade oral, esta modulacdo da transformacao
maligna da célula através das proteinas transcritas desses locus de alelos
variantes, sdo concordantes com seu papel na modulagdo da transcricao de
proteinas de sobrevivéncia e proliferacdo celular através da via do NFkB
correlacionado a transformacdo maligna da célula, como o sugerido por Papa
(2004) que relaciona a familia TNF responsavel por codificar citocinas
essenciais na regulacdo no processo entre a inflamacédo e o céncer. Usando
screening genético foi identificada como um mediador da fungao anti apoptética
do NFKB pela sinalizagdo do TNF em contrapartida, a inibicdo da proteina NFkB
pode ser realizada pelas proteinas IkBL, devendo portanto, ter um equilibrio
entre estimulo (LTa) e inibicdo (IkBL) que podera interferir na homeostase
celular. (PAPA et al., 2004).

Os resultados controversos encontrados em relagdo ao papel do
polimorfismo nos diferentes tipos de tumores em comparagdo aos nosSsoS

resultados confirmam os diversos papeis desempenhados pelas proteinas
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transcritas a partir dos genes estudados pelas varias possiveis combinacdes e

reflexos das mesmas na homeostase e controle celular.

A grande variagdo dos polimorfismos, diversas formas de combinacéao
entre alelos e genes, os passos subsequentes a transcricdo, diferentes formas
de se ativar vias de sinalizagdo intracelular e o comprometimento da
funcionalidade protéica a partir da alteragdo de um unico loco em determinada
sequéncia génica, ocasionam, principalmente em doencas multifatoriais, a

discussao de quanto interferentes podem ser as variacdes de base unica.

Como o citado Kurylowicz et al. em 2009, em geral, os polimorfismos
intrbnicos podem atuar como marcadores ligados as variantes funcionais e os
polimorfismos quando funcionais podem contribuir (mas n&o determinar) a
heranca de variagdo nos niveis ou fungdes da proteina. (KURYLOWICZ et al.,
2009)

Podemos portanto, a partir desses resultados, focar nosso interesse nas
interferéncias a partir do produto — proteina — e suas relacdes com outras
proteinas e quando presentes essas alteracdes do cédigo dos genes estudados,
a fim de se detectar as variantes funcionais e focar em alteracdes especificas do
codigo genético que podem trazer respostas mais claras aos questionamentos

da transformagdo maligna da célula.

Cabe ressaltar que a possibilidade de identificar alteragbes em genes de
predisposicoes a doencas em materiais que dependam de procedimentos pouco
invasivo, como o utilizado nesta pesquisa, levantara uma nova perspectiva para a
medicina preventiva, podendo em conjunto a outros marcadores compor um painel j
para identificacdo de grupos de risco para que sejam seguidos mais a miude com o
objetivo de diagnosticar lesdes em fase precoce.




6 - CONCLUSAO
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A partir de nossos resultados podemos considerar que a homozigose do
alelo LTa+80A, LTa+252G e IKBL-62T aumentam o risco para o

desenvolvimento do carcinoma epidermdide de cavidade oral.

Em relacdo aos haplétipos e suas combinacdes, a homozigose do alelo T
no IkBL-62 e I|kBL-262 aumenta o risco de desenvolvimento do carcinoma

epidermdide de cavidade oral em aproximadamente 4 vezes.

No agrupamento de haplétipos do gene LTa, a homozigose do alelo C na
LTa+80 em conjunto com a presenca do alelo LTa+252A aumenta o risco do
desenvolvimento do carcinoma epiderméide de cavidade oral em

aproximadamente 2 vezes.
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Gazito, D., 2011. Mestrado. Avaliagdo dos polimorfismos -62A/T, -
262C/T do gene Inibidor do Fator Nuclear da Cadeia kappa B (IKBL) e
+80A/C, +252 A/G do gene Linfotoxina Alpha (LTA) como fator de risco
para o desenvolvimento de carcinoma epidermdide de cavidade oral. A
Linfotoxina alfa (LTa) e o gene Inibidor do Fator Nuclear kappa B —
like 1 (IKBL) estao relacionados com inflamacédo, apoptose, estresse
por hip6xia e aparecimento de tumores. Nosso estudo avaliou os
polimorfismos LTa+80A/C e +252A/G, |kBL-62A/T e -262C/T em
pacientes com CEC de cavidade oral e genotipagem foi realizada por
PCR/RFLP. Nossos resultados evidenciaram que a homozigose dos
alelos LTa+80A, LTa+252G e IKBL-62T aumentam o risco para o
desenvolvimento do CEC de cavidade oral — ORS3,42(1,61 -
7,22/p=0,0013); 3,48(1,46 - 8,30/p= 0,0048); OR2,29(1,14 -
4,57/p=0,020), respectivamente. A homozigose do alelo T nas
posicdes -62 e -262 do gene IkBL mostrou-se mais importante no
desenvolvimento da doenga com aumento do risco para 4,13 vezes
(1,44 — 11,79/p=0,0081) e a combinacdo dos genoétipos Lta+252A
somada a homozigose do alelo +80G, conferem aumento de risco de
desenvolvimento da doenca em 2,88 vezes (1,32 — 6,28/p=0,0079). A
associacdao dos polimorfismos inseridos no /ocus TNF com o risco
aumentado para o desenvolvimento de carcinoma epidermoéide de
cavidade oral indica a importancia da resposta intracelular através de
proteinas do processo inflamatério na transformacdo maligna das
células da mucosa oral. A possibilidade de identificar alteracées em genes
de predisposicdoes a doencas em materiais que dependam de procedimentos
pouco invasivo, como o utilizado nesta pesquisa, levantara uma nova
perspectiva para a medicina preventiva, podendo em conjunto a outros
marcadores compor um painel para identificacdo de grupos de risco para
que sejam seguidos mais frequentemente com o objetivo de diagnosticar
lesbes em fase precoce

Palavras Chaves: Carcinoma epidermoéide, analise de risco,
inflamacéo, |kBL, LTa
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Gazito, D., 2011. Master's degree. Evaluation of the polymorphisms -
62A/T, -262C/T of gene the Inhibitor of Kappa Light Chain Gene
Enhancer In B Cells-Like (IkBL) and +80A/C, +252 A/G of the gene
Lymphotoxin Alpha (LTa) as factor of risk for development of the Oral
Squamous Cell Carcinoma (OSCC). The LTa and the IkBL is related
with inflammation, apoptosis, stress for hypoxia and appearance of
tumors. Our study evaluated polymorphisms LT+80A/C and +252A/G,
IkKBL-62A/T and -262C/T in patients with SCC of oral cavit and
genotyping were accomplished by PCR/RFLP. Our results had
evidenced that homozygosis of the alleles LTa+80A/C e +252A/G,
IkBL-62A/T e -262C/T increases the risk for the development of the
SCC of oral cavity - ORS3,42(1,61 - 7,22/p=0,0013); 3,48(1,46 -
8,30/p= 0,0048); OR2,29(1,14 - 4,57/p=0,020), respectively. The
homozygous T allele at positions -62 and -262 gene IkBL seems more
important in the development of the disease with increased risk 4,13
times (1,44 - 11,79 /p=0,0081) and combination genotypes of Lta
+252A plus homozygous allele +80G, confer increased risk of disease
development in 2,88 times (1,32 - 6,28 /p=0.0079). The association of
the polymorphisms inserted in locus TNF with the risk increased for the
development of OSCC indicates the importance of the intracellular
answer through proteins of the inflammatory process in the malign
transformation of the cells of the oral mucosa. The possibility of
identifying changes in genes predisposing to disease in materials that rely on
minimally invasive procedures, as used in this research, raise new
perspectives for preventive medicine and can together with other markers to
identify a panel composed of risk gro%s to be followed more often with the

goal of diagnosing early-stage lesions.

Words Keys: Squamous cell carcinoma, analysis of risk, inflammation,
IkBL, LTa
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ANEXO 1 - Aprovacao do CEP/Hospital Heliopolis

UGA I - UNIDADE DE GESTAO ASSISTENCIAL — HOSPITAL HELIOPOLIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

S#o Paulo, 10 de Junho de 2008.

|

APROVACAOQ

A Prezada

Dra. Diana Gazito.

Vimos por meio desta informar que o projeto de pesquisa: "Avaliagio dos polimorfismos
dos genes Ltx, BAT1, TNF e ikbl em pacientes com carcinoma epiderméide de boca e
orofaringe, relagfio com a agressividade tumoral”, e seus demais documentos, registrado neste
CEP sob n°® 622, tendo como relator o Dr. Cristiano A.F.Zerbini, foi aprovado por este Comité de
FEtica em pesquisa em: 10/06/2008.

Lembramos que é obrigatério o envio de relatério anual e final para este Comité de Etica em
Pesquisa.

Atenciosamente,

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
uosrml. HELIOPOLIS

COnvdenador

T ik
Dr. Joias de Andrade Sebrino

COORDENADOR

Rua Conego Xavier, 276 - Sacomd - Sdo Paulo — PS-Externa - CEP 04231-030.
Fone: 6215-1001 / 2274-7600 ramal 105 / Fax: 6162-6764
E-mail: cep_heliopolis@yahoo.com.br e Site www.hospitalheliopolis.org.br
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ANEXO 2 - Aprovacao do CEP/Hospital Heliépolis

COMPLEXO HOSPITALAR HELIOPOLIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAQ

S&o Paulo, 03 de outubro de 2003.

Ao

Dr. Marcos Brasilino de Carvalho.

—H P

na epiderbide de cabega e
pescogo e avaliacde de sua relevancia clinica e estado nutricional”
registrado neste CEP sob n® 135, foi aprevada por este Comité de Etica na
Pesquisa no dia 03/10/2003.

COMITE DE ETIGA EM Prauuiva

HOSPITAL HELIOPOLIS

Or. Jozias de Andrare Scbrinho
Cacrdenador

Atenciosamente,

Rua Conego Xavier, 276 — Sacom3 — Sio Paulo — 10°anda GEP 04231-030 Fone: 6215-1 001/274-7600
ramal 218 - E-mait. cep@hospitaiheliopolis.org.br e Site vy hospitaiiieliopolis.org .br
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ANEXO 3 - Aprovacao do CEP/Irmandade da Santa Casa de Sao Paulo

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 - 4° andar Santa Cecilia CEP: 01221-010 S&o Paulo — SP
PABX: 21767000 Ramal: 8061 — Telefax: 33370188 E-mail: eticamed@santacasasp.org.br

Sdo Paulo, 25 de maio de 2009. -
Projeto n® 053/09
Informe este niimero para
identificar seu projeto no CEP

Ilmo.(a) Sr.(a)
Sra. Diana Gazito
Departamento de Cirurgia

O Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordinaria, dia 25/03/2009
€ no cumprimento de suas atribuigbes, apés revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Avaliacdo dos polimorfismos nos genes Lta, Batl e ikBI em pacientes
com carcinoma epiderméide de boca e orofaringe, relagio com a
agressividade tumoral”, emitiu parecer inicial em pendéncia e nesta data
enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado (inclusive TCLE);

Com pendéncias ha modificagdes ou informacSes relevantes a serem
atendidas em até 60 dias, (enviar as alteragdes em duas cépias);
Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

N&o aprovado: e

OO Ok

Aprovado (inclusive TCLE - Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido), e encaminhado para apreciacdo da Comiss3o Nacional de Etica em
Pesquisa — MS - CONEP, a qual deverd emitir parecer no prazo de 60 dias.
Informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resolugdo 196/96
do Ministério da Saide a pesquisa s6 podera ser iniciada apos o
recebimento do parecer de aprqyaqﬁo da CONEP.

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa — ISCMSP

INE
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ANEXO 4 - Termo de consentimento (Caso)

Termo de consentimento pés-informacgao (especifico)
Vocé esta sendo admitido(a) no Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital
Helidpolis para o diagnostico e tratamento de doenga do (nome do 6rgéo ou regido doente do

corpo) . Para o seu diagnéstico serdo necesséarios exames de sangue e uma
biépsia que é retirada de uma pequena porcao de seu (nome do dérgdo ou regido doente do
corpo) onde esta o tumor. Este sangue e o material obtido da biopsia sao

utilizados em exames laboratoriais, necessarios para um diagnéstico definitivo. Confirmado o
diagnostico seu tratamento podera ser a cirurgia, a radioterapia ou a quimioterapia (tratamento
com remédios). Se o melhor tratamento no seu caso for cirurgia, devera ser tentada a retirada
de toda a regiao que esta doente, cercada por uma parte aparentemente sadia para que assim,
sejam aumentadas as possibilidades de cura de sua doenga. Para obter um maior
conhecimento, clinico e cientifico das doencas do (nome do 6rgao ou regido doente do corpo)
, 0s médicos e pesquisadores do Hospital Heliépolis, em conjunto com outros
hospitais de Sao Paulo, estdo fazendo uma pesquisa clinica cientifica. Através desta pesquisa
podera ser possivel conhecer melhor porque e como as doengas acontecem e, portanto,
oferecer novas possibilidades de diagnéstico e tratamento.

Este material utilizado para diagnostico ou retirado pela cirurgia sera congelado e
posteriormente podera ser utilizado para a pesquisa cientifica. O uso deste material nao
implicara riscos adicionais para vocé, nem exigird que se submeta a qualquer outro
procedimento, alem dos necessarios para o seu diagndéstico e tratamento. Este projeto de
pesquisa foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital Heliépolis, de acordo com
o processo n° CEP 135, e todo estudo que vier a utilizar este material sera previamente
apresentado a apreciagcao do Comité de ética em pesquisa.

Todo o material colhido e usado nesta pesquisa serd identificado no laboratério por cédigo
formado por nimeros e letras e, portanto, sua privacidade serd preservada e sua identidade
ndo serd revelada. A eventual inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica sera feita de
modo a manter o anonimato do paciente. Concordando com o uso deste material, do modo
descrito, é necessario esclarecer que vocé nao tera beneficios ou direitos financeiros sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Os resultados desta pesquisa poderao
beneficiar, no futuro, outros pacientes. Se vocé concordar ou nao concordar em permitir 0 uso
deste material para a pesquisa, sua decisdo nao influenciara, de nenhum modo, o seu
tratamento. As duvidas que vocé tiver em qualquer momento sobre o seu diagnéstico, seu
tratamento ou sobre esta pesquisa, poderdo ser esclarecidos diretamente com os médicos
responsaveis por esta pesquisa no Hospital Heliépolis: Dr. Marcos Brasilino de Carvalho e Dr.
Otavio Alberto Curioni, no telefone: 2067-0300 ramais 429/569 ou ainda pessoalmente, todos os
dias, no Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescogo do Hospital Heliépolis, na Rua Cbénego
Xavier 276, 2° andar. Vocé recebera uma copia deste documento e o original sera arquivado
em seu prontuario. Caso vocé tenha questoes a fazer sobre este acordo ou alguma duvida que
nao tenha sido esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com a Comissao
de ética.

Termo de consentimento
Eu, (nome do paciente) declaro que me foram explicados os objetivos desta
pesquisa e que eu entendi qual serd minha participacao. Declaro também, que estou de acordo
em participar desta pesquisa.

Assinatura do(a) paciente ou representante legal:
RG do prontuario médico: Médico responsavel:
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ANEXO 5 — Termo de consentimento (Controle)

Termo de Consentimento Pés-Informacao

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico sobre o cancer, o corpo clinico deste
hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica cientifica. Através desta
pesquisa é possivel conhecer melhor os mecanismos da doenca e, portanto, oferecer novas
possibilidades de diagnéstico e tratamento. Ainda mais, este trabalho envolve a busca de novos
genes ou de lesbes genéticas em genes ja existentes.

Para fazer este estudo é necessario comparar os resultados obtidos em pacientes que tém
cancer com agueles de pessoas que nao tém cancer, como vocé. Por isso, vocé estd sendo
convidado a colaborar com este estudo, autorizando a coleta de uma pequena amostra de
sangue para pesquisa cientifica. O uso deste material ndo implicara riscos adicionais para vocé,
nem exigira que se submeta a qualquer procedimento adicional. Este projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Heliépolis, de acordo com o processo
no. CP 135, e todo estudo que vier a utilizar este material sera previamente apresentado a
apreciacao do Comité de Etica em Pesquisa.

Todo o material colhido e usado nesta pesquisa sera identificado no laboratério por cédigo
formado por nimeros e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serdo preservadas. A
eventual inclusao dos resultados em publicacdo cientifica sera feita de modo a manter o
anonimato do paciente.

Concordando com o uso deste material, do modo descrito, € necesséario esclarecer que vocé
ndo tera beneficios ou direitos financeiros sobre 0s eventuais resultados decorrentes da
pesquisa. Se vocé ndo concordar em permitir o uso deste material para pesquisa, sua decisdo
ndo influenciara, de nenhum modo, sobre o atendimento de parentes ou conhecidos seus ou
sobre um futuro atendimento seu neste hospital.

Vocé recebera uma copia deste documento e o original sera arquivado em seu prontuario.

Caso vocé tenha questdes a fazer sobre este acordo ou alguma ddvida que ndo tenha sido
esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com a Comissao de Etica.

Assinatura do(a) paciente ou Representante Legal:

Nome do(a) paciente :

RG do Prontuario Médico:

Médico Responsavel:
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ANEXO 6 - Equilibrio de Hardy-Weinberg

O teorema de Hardy-Weinberg'® se propde a avaliar se a variacdo
genética de uma determinada populacdo esta preservada demonstrando
quantitativamente as leis de segregacao independente de Mendel. A verificacao
do equilibrio de um loco pode ser realizada pela contagem das frequéncias
genotipicas. A partir dessas freqiéncias, primeiro calculamos as freqUéncias
génicas; entdo, se as freqiéncias de homozigotos observadas se igualam ao
quadrado de suas freqUéncias génicas, a populacdo esta em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Se elas nao se igualam, a populacdo nao esta em equilibrio
(RIDLEY, 2006. p132). A férmula utilizada para o calculo do equilibrio foi:

(p+q%=p>+2pq+

Sendo p a freqiéncia do alelo 1, ou no nosso caso do alelo ancestral e g
a freqUéncia do alelo 2, neste caso o alelo variante.

De acordo com Ridley em 2006, a comparagdo das frequéncias
genotipicas de uma populacao real com as relagdes de Hardy-Weinberg, caso
eles se desviem, sugere que algum fator externo tal como selecdo ou auséncia

de cruzamentos aleatérios possa estar acontecendo. (RIDLEY 2006, p133).

13Equilibrio de Hardy-Weinberg: Relacdo matematica simples utilizada para calcular freqiéncias
genotipicas a partir de freqiiéncias alelicas em populagdes que atendam a determinadas suposicoes.
(THOMPSON e THOMPSON, Genética Médica, 6° edicao. p85)




