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RESUMO

Polimorfismos em genes relacionados ao reparo de DNA, controle do ciclo celular,
apoptose e transcricdo de citocinas sdo apontados como marcadores de prognostico
e de radiossensibilidade em pacientes com carcinoma epiderméide de cabeca e
pescoco (CECP), além de influenciarem na resposta ao tratamento radioterapico.
Dessa forma, com o intuito de avaliar a relacdo entre os polimorfismos ATM
IVS62+60G>A, ATM Asp1853Asn, TP53 Arg72Pro, BCL2 -938C>A, TGFB Prol0Leu
e TGFB -509C>T e o progndstico e a resposta ao tratamento de pacientes com
CECP, foi realizada a técnica de PCR-RFLP. A genotipagem foi realizada em
amostras de DNA extraido a partir do sangue periférico de 210 pacientes com CE
oral e de orofaringe e de 101 pacientes com CE de laringe. Em pacientes com CE
oral e de orofaringe submetidos a radioterapia, o gendtipo ATM IVS62+60AA
aumenta o risco de ocorréncia de recidiva local (OR=4,43; Cl=1,22-16,13) e 0s
alelos BCL2 -938C e TGFB -509T estéo relacionados com a pior sobrevida doenca
especifica (HR=0,46; CI=0,24-0,90 e HR=2,20; Cl=1,12-4,29, respectivamente). Ja
em pacientes com CE oral e de orofaringe ndo submetidos a radioterapia, a
homozigose TP53 Pro72 aumenta o risco de 6bito (OR=2,65; Cl=1,05-6,65). Em
pacientes com CE de laringe irradiados, o alelo TGFB Prol0 foi associado com o
aumento do risco de ocorréncia de recidiva local (OR=0,09; CI=0,02-0,53) e de Obito
(OR=0,18; CI=0,04-0,86), e com a pior sobrevida livre de doenca local e sobrevida
doenca especifica (HR=0,13; CI=0,03-0,59 e HR=0,21; CI=0,07-0,60,
respectivamente). O alelo BCL2 -938C também foi relacionado com a pior sobrevida
doenca especifica nesses pacientes (HR=0,32; CI=0,12-0,83). Ja o alelo TGFB -
509T foi correlacionado com o aumento do risco de Obito em pacientes com CE de
laringe néo irradiados (OR=9,11; CI=1,51-27,91). Assim, & possivel que esses
polimorfismos sejam importantes marcadores genéticos de radiossensibilidade
tumoral, sendo candidatos a comporem um perfil genético preditivo de progndstico

em resposta a radioterapia.

Palavras-chave: Carcinoma  epidermdide de cabeca e pescoco.

Radiossensibilidade. Progndstico. Polimorfismos.



ABSTRACT

Polymorphisms in genes that control DNA repair, cell cycle, apoptosis and cytokine
transcription, are pointed as putative prognosis and radiosensibility markers in Head
and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) patients. We have typed
polymorphisms ATM [IVS62+60G>A, ATM Aspl853Asn, TP53 Arg72Pro, BCL2 -
938C>A, TGFB Pro10Leu and TGFB -509C>T in order to establish correlations with
prognosis and treatment response in HNSCC patients, using the PCR-RFLP
technique. Genotyping was performed using peripheral blood DNA from 210 patients
with oral and oropharyngeal tumors and 101 patients with larynx tumors. In patients
with oral and oropharyngeal tumors submitted to radiotherapy tretament, genotype
ATM IVS62+60AA increases local relapse risk (OR=4.43; Cl=1.22-16.13) and alleles
BCL2 -938C and TGFB -509T are related with worse disease-specific survival
(HR=0.46; Cl=0.24-0.90 e HR=2.20; CI=1.12-4.29, respectively). In contrast, patients
not submitted to radioation therapy, homozygous TP53 Pro72 increases risk of death
(OR=2.65; CI=1.05-6.65). In irradiated larynx tumor patients, allele TGF@ Pro10 was
associated with local relapse risk (OR=0.09; CI=0.02-0.53) and death (OR=0.18;
Cl1=0.04-0.86), as well as with worse local disease-free survival and disease-specific
survival (HR=0.13; CI=0.03-0.59 and HR=0.21; CI=0.07-0.60, respectively). Allele
BCL2 -938C was associated with worse disease specific survival (HR=0.32; CI=0.12-
0.83). TGFB -509T was associated with higher risk of death in non-irradiated larynx
patients (OR=9.11; CI=1.51-27.91). Therefore, we suggest these polymorphisms as

markers of prognosis and radiosensibility in these tumors.

Keywords: Head and neck squamous cell carcinoma. Radiosensitivity. Prognosis.

Polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescoc¢o (CECP)

O cancer de cabeca e pescoco € uma doenca mortal que tem sido evidenciada
desde a origem da raca humana e continua a ser um desafio para os pacientes,
oncologistas e especialistas em otorrinolaringologia (HEROUI; DANCIU; POPESCU,
2013).

O céncer de cabeca e pescoco € o quarto em incidéncia e o quinto em mortalidade
no mundo na lista das neoplasias mais frequentes, com uma incidéncia mundial
estimada de 780.000 novos casos por ano (COLOMBO; RAHAL, 2009; HEROUI,
DANCIU; POPESCU, 2013). Sua taxa de mortalidade atinge 50% dos casos
(PEREZ-ORDENEZ; BEAUCHEMIN; JORDAN, 2008), sendo que a sobrevida de 5
anos € de 50% para o cancer de laringe e de 30% para o cancer oral e de orofaringe
(ADRIEN et al, 2013).

O principal tipo histolégico é o Carcinoma Epidermdéide de Cabeca e Pescoco
(CECP), correspondendo a cerca de 90% dos casos. Os sitios anatébmicos que estao
incluidos nesse grupo de neoplasias constituem a cavidade oral, que compreende
mucosa bucal, gengivas, palato duro, lingua, soalho de lingua; faringe, que inclui:
orofaringe, nasofaringe, hipofaringe; cavidade nasal e seios paranasais; laringe
glética e supraglética; e glandulas (HEROUI; DANCIU; POPESCU, 2013). A
ocorréncia aproximada € de 40% na cavidade oral, 15% na faringe e 25% na laringe,
sendo o restante nos demais sitios remanescentes (COLOMBO; RAHAL, 2009).

Esse grupo de neoplasias € mais frequente no sexo masculino do que no feminino,
sendo que o CE de cavidade oral é o quinto mais comum em homens e o cancer de
laringe € o sétimo. Em mulheres, esses tipos ndo aparecem entre os dez mais
incidentes (INCA, 2014).



No Brasil, estimam-se para o ano de 2014, 11.280 novos casos de cancer da
cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um
risco estimado de 11,54 casos novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2014). J& para o cancer de laringe, estimam-se 6.870 casos novos
em homens e 770 em mulheres. O risco estimado é de 7,03 casos a cada 100 mil
homens e de 0,75 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

Na auséncia de um unico fato de risco associado com o desenvolvimento do CECP,
os dois mais importantes fatores de risco, tabaco e alcool, sdo responsaveis por
72% de todos os casos (WORSHAM et al, 2012). Estudos indicam que o papiloma
virus humano (HPV) é responsavel pelo desenvolvimento de alguns casos de CECP

e € um fator de risco independente em CE de orofaringe (ANG et al, 2010).

Outros cofatores que podem contribuir para a carcinogénese de cabeca e pescocgo
incluem a poluicdo ambiental, exposicdo a radiacdo UVA (cancer de labio), situacédo
socioeconémica desfavoravel e certas condicbes de trabalho associadas as
indUstrias como a metallrgica e a petroquimica, assim como a nutricdo, a ma
denticdo e a predisposicao e suscetibilidade genética (CHOI; MYERS, 2008; INCA,
2014).

Em geral, o tratamento do cancer, incluindo o CECP, é frequentemente baseado em
uma estratégia de multimodalidade, comumente envolvendo cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. O estabelecimento do planejamento terapéutico e do progndstico dos
carcinomas epidermoides de cabeca e pesco¢co baseiam-se principalmente em
parametros clinicos, radiolégicos e histopatolégicos, 0s quais consistem no local do
tumor primario e no sistema de estadiamento TNM, ou seja, no tamanho do tumor,
na presenca de metastase em linfonodos cervicais e de metastase a distancia
(DESCHLER; DAY, 2008; COLOMBO; RAHAL, 2009). As falhas no tratamento
ocorrem na forma de recorréncia locorregional, a qual afeta aproximadamente 60%
dos pacientes, metastase a distancia desenvolvida em 15% a 25% dos pacientes,
bem como o aparecimento de um segundo tumor primario (COLOMBO; RAHAL,
2009).

E bastante aceito que a presenca de metastase em linfonodos cervicais seja o

principal fator prognostico adverso independente. O cancer de laringe,
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especialmente o0 supraglético, frequentemente apresenta infiltracdo local e
metastase em linfonodos cervicais. No entanto, tumores apresentando o0 mesmo
estadio clinico podem demonstrar padrdes de crescimento e evolucdo diferentes,
sugerindo a necessidade da analise de outros fatores complementares capazes de
nortear com maior precisdo o prognéstico da doenca (COLOMBO; RAHAL, 2009;
WORSHAM et al, 2012).

Mundialmente, o estagio inicial (estadio | e 1) do CECP é diagnosticado na faixa de
30 a 40% dos casos novos, com expectativa de sobrevivéncia livre da doenga
variando entre 60 a 90% apds o tratamento local, seja por radioterapia ou cirurgia
(WORSHAM et al, 2012; HEROUI; DANCIU; POPESCU, 2013). Quando
diagnosticado em estagios iniciais, o cancer de laringe possui um bom progndstico
com alto percentual de cura, variando de 80% a 100% (INCA, 2014).

Nos casos de pacientes que s&o diagnosticados com a doenca localmente avancada
(estagios Ill e 1V), o prognéstico € pior, com o risco de recidiva ou de
desenvolvimento de metastase a distancia maior do que 50% (BROCKSTEIN et al,
2004; HEROUI; DANCIU; POPESCU, 2013). Para esses pacientes, a taxa de
sobrevida em 5 anos é menor do que 50%, com reducdo drastica da qualidade de
vida (WORSHAM et al, 2012). Em pacientes com estagio avancado da doenca, as
terapias locais e a distancia apresentam falhas em taxas inaceitavelmente altas
quando tratados com uma Unica modalidade (VOKES et al, 1993; ADELSTEIN; TAN;
LAVERTU, 1996; SOO et al, 2005).

Devido as implica¢des da falha no tratamento local, muitos estudos tem focado em
melhorar o controle loco-regional do CECP. O tratamento terapéutico para o CECP
tem como principais metas secundarias a preservacdo da funcdo do orgao,
minimizando a toxicidade do tratamento e os impactos da terapia na qualidade de
vida (KO; CITRIN, 2009).

Em virtude das diferentes respostas aos tratamentos apresentados pelos pacientes,
diversos estudos buscam identificar quais sdo as caracteristicas que influenciam no
resultado final do tratamento e, consequentemente, a sobrevida do paciente. A

radioterapia desempenha um papel-chave no tratamento do cancer, sendo que mais
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da metade dos pacientes serdo submetidos a ela, com eficacia variavel (DELANEY

et al, 2005), e por isso, também é objeto de estudo de varios grupos de pesquisa.

1.2 Radioterapia

A radioterapia (RT) € amplamente usada no tratamento de neoplasias de cabeca e
pescoco. Para diferentes sitios, a RT produz melhores resultados funcionais quando
comparado a cirurgia e, portanto, é frequentemente usada em abordagens
conservadoras. Mesmo para doencas avancadas, a RT pode ser usada como
tratamento para a preservacao de 6rgaos, quer combinados com a quimioterapia ou

como terapia adjuvante ap0s a cirurgia (MARTA et al, 2013).

O objetivo da radioterapia € entregar uma dose de radiacdo precisa em um tumor
com volume definido com o minimo de danos quanto possivel as células saudaveis
ao redor, resultando na erradicacao do tumor, no aumento na qualidade de vida e da
sobrevivéncia (DE RUICK, 2007). No tratamento dos pacientes com doencas
malignas, a radioterapia utiliza a radiagdo ionizante dos raios X de alta energia e de

elétrons gerados por aceleracédo linear (MARTA et al, 2013).

A radiacdo ionizante resulta da ionizacdo e excitacbes randdémicas dentro do
material de interacdo. Dependendo da localizacdo dessas interacbes no meio
celular, os efeitos podem ser classificados como diretos ou indiretos. O efeito direto
ocorre quando a radiagcdo deposita a energia diretamente no DNA, o alvo da
ionizacdo. No efeito indireto, o dano ao DNA €& provocado por espécies reativas
produzidas em outro local da célula, normalmente a partir da agua e gerando as
espécies reativas de oxigénio (ROS), responsaveis pela maior parte dos danos
celulares (WEST; BARNETT, 2011).

As lesbes produzidas no DNA podem ser na base, no agucar, na dupla-fita, na fita

simples, nas proteinas de ligacdo ao DNA e nas ligacdes DNA-DNA. A inducédo de
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quebras na dupla fita de DNA € o principal mecanismo de morte celular pela
radioterapia. A resposta de um tumor a radiacao é visto pela regressdo do mesmo e
€ determinada pela hipoxia do tumor, propor¢cdo de células clonogénicas,
radiossensibilidade inerente das células tumorais, e a reparacdo de danos da
radiacéo (DE RUICK, 2007).

Os danos ao DNA induzidos por radiagéo iniciam uma série complexa de respostas
celulares. ApGs a deteccdo de dano por varias proteinas sensores que detectam
esses danos ao DNA, elas ativam proteinas transdutoras de sinais que amplificam e
diversificam o sinal através de alvos especificos. O resultado dessa cascata inclui o
controle do ciclo celular, reparo ao dano de DNA, apoptose e transducdo de sinais
(BEGG; STERWART; VENS, 2011).

O processo patoldgico de resposta tecidual a radiacdo comeca imediatamente apés
a exposicao, mas as caracteristicas clinicas ou histolégicas podem néo ser visiveis
por semanas, meses ou anos apds o tratamento. De acordo com o tempo de
manifestacdo dos sintomas, a toxicidade induzida por radiacdo pode ser classificada
como efeitos agudos/iniciais ou tardios (FACHAL et al, 2012; DE RUICK, 2007).

Os efeitos agudos sado manifestados durante o tratamento ou nas semanas
subsequentes. Embora os efeitos agudos sejam geralmente temporais, a toxicidade
severa pode levar, em casos de pacientes com cancer de cabeca e pescoco ou de
pulmédo, a abandonarem o tratamento ou a ter que diminuir a dose de radiacao
devido a baixa tolerancia dos tecidos normais (FACHAL et al, 2012). Os efeitos
agudos aparecem mais em tecidos de réapida proliferacdo, como tecidos epiteliais e
medula 6ssea, sendo que a radiacdo induz respostas inflamatorias, problemas

vasculares, edemas e eritemas de pele (TERRAZZINO et al, 2012).

Os efeitos tardios aparecem apos periodos de laténcia de meses ou anos e sao
sentidos em tecidos de proliferagdo lenta como musculo, rim, figado e intestino (DE
RUICK, 2007). Pode ocorrer o aparecimento de resposta inflamatéria aguda,
seguida de cicatrizacao, infiltracdo celular, deposicdo de colageno e interacbes
celulares desreguladas. A associacdo dessas respostas com a expressao acima do
normal de citocinas e fatores de crescimento resulta em fibrose, necrose, atrofia ou

dano vascular, dependendo do 6rgdo afetado. Estes efeitos tardios podem trazer
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graves consequéncias aos pacientes, visto que muitas vezes deixam sequelas
incuraveis, e tem sido observado que com tratamentos multimodais, o indice de
efeitos tardios tem aumentado (TERRAZZINO et al, 2012).

Radiossensibilidade é um termo amplo aplicado a células, tecidos e individuos.
Diferentes tipos celulares variam em radiossensibilidade, assim como as células de
diferentes individuos. Alguns tecidos sdo mais tolerantes a radiacdo devido a sua
organizacdo. Alguns tecidos sdo sensiveis porque tém um maior nivel de
proliferacdo ou apoptose. Os individuos também variam em radiossensibilidade e
isto pode ser associado a radiossensibilidade celular e/ou instabilidade do genoma
(WEST; BARNETT, 2011). A radiossensibilidade tumoral refere-se a resposta

progndéstica de um paciente ao tratamento radioterapico.

A variacdo da resposta tecidual normal a radioterapia pode ser influenciada por
muitos fatores, ndo somente relacionados ao tratamento radioterapico, mas também
aqueles relacionados com outros tratamentos ou até mesmo com as caracteristicas
do paciente (BARNETT et al, 2009). Tem sido estimado que até 80% da variacdo da
resposta tecidual pode ser atribuida a fatores genéticos (TURESSON et al, 1996).

Além de algumas mutacfes raras que muitas vezes acarretam efeitos deletérios, o
genoma humano normal apresenta numerosas variagcdes germinais na sequéncia de
DNA, os chamados polimorfismos (BORCHIELLINI et al, 2012). Estas variacdes
podem ser repeticdes curtas em tandem, variagdes no numero de copias de um
determinado gene ou variacdo de um Unico nucleotideo, muito conhecido como
polimorfismo de nucleotideo simples (SNP, do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) (MANOLIO, 2010).

SNPs podem ser definidos como uma variante de sequéncia de DNA em que a
frequéncia do alelo menor ocorre em pelo menos 1% da populacdo, sendo
responsaveis por aproximadamente 90% da variacdo das sequéncias de DNA entre
os individuos (PETERS et al, 2008). Ao contrario das mutagfes genéticas, os SNPs
sdo muito frequentes e raramente levam a grandes consequéncias clinicas
(BROOKES, 1999; STONEKING, 2001).
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No entanto, tais variacdes genéticas podem predispor 0s sujeitos a doencga ou
influenciar na resposta a um dado tratamento (KOMAR, 2007). Muitos SNPs ja foram
associados a suscetibilidade ao céancer (DONG et al, 2008). Dados recentes
sugerem que estas variagbes genéticas podem também contribuir com a
variabilidade individual da resposta radioterdpica em pacientes com céancer

(PARLIAMENT; MURRAY, 2010; HORGAN et al, 2011).

Os mecanismos pelos quais os SNPs afetam o fendtipo e influenciam doencas
complexas variam de acordo com a sua localizagdo gendmica. Substituicbes nas
regibes de codificacdo podem afetar a sequéncia de aminoacidos das proteinas,
reduzindo ou abolindo funcdes como ligacdo ao DNA, atividade catalitica e de
contato ligante-receptor. SNPs podem interromper o cédon de iniciacdo ou de
terminacédo, ou introduzir erros no quadro de leitura, gerando peptideos truncados ou
insuficientes. SNPs localizados em regides reguladoras podem influenciar a
expressdo do gene, enquanto os SNPs em sequéncias ndo codificadoras podem

afetar o splicing ou a clivagem, a estabilidade e a exportacdo do RNA (WJST, 2004).

A radioterapia sera o tratamento realizado em aproximadamente metade dos novos
casos de cancer, em algum momento do tratamento contra a doenca (DE RUICK,
2007). Prevenir ou reduzir os efeitos colaterais € uma prioridade. O desenvolvimento
de técnicas capazes de prever a radiossensibilidade individual a radioterapia poderia
tornar os tratamentos individualizados. Como consequéncia, os efeitos adversos

seriam diminuidos.

Uma das formas encontradas para prever a radiossensibilidade é através da
determinacdo de um perfil genético individual composto por polimorfismos que
afetam a resposta prognoéstica ao tratamento radioterapico. Como citado
anteriormente, a radiacdo induz uma resposta que afeta diversos mecanismos
moleculares, como o controle do ciclo celular, reparo ao dano de DNA, apoptose e
transducdo de sinais. Entdo, analisando genes atuantes nesses processos,

poderemos ser capazes de elaborar o perfil genético individual.
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1.3 Mecanismos moleculares e radiossensibilidade tumoral

Os mecanismos envolvidos na homeostase celular sdo altamente complexos e
integrados. Os genes envolvidos nesses processos exercem suas fungdes através
de uma intrincada rede de interacdes proteicas, cujo resultado final depende do
sucesso em cada fase. Quando ocorrem alteracdes no nivel ou na atividade das
proteinas envolvidas, um dos possiveis resultados é o aparecimento de tumores,
benignos ou malignos. O cancer pode surgir a partir de mutacdes em genes
supressores tumorais, como o TP53 (Tumor Protein 53), em oncogenes, como 0
BCL2 (B-Cell Lymphoma 2), e em genes com fungcdo supressora e promotora
tumoral, como o TGFf (Transforming Growth Factor B). Além disso, 0 seu progresso
pode ser influenciado por variagdes nos genes de reparo do DNA, como o ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated), podendo levar ao acimulo de mutacdes (FOSTER,
2008).

7

Quando um tratamento contra o cancer é realizado, como por exemplo, a
radioterapia, alteracdes nesses genes podem influenciar o prognéstico da doenca,
em funcdo do nivel de radiossensibiidade que o tumor apresenta
(radiossenssibilidade tumoral). Essas variacbes genéticas podem influenciar no nivel

de expresséo, transporte e eficiéncia da acao das proteinas (THOMPSON, 2012).

Alteracdes nos genes de reparo do DNA e de controle do ciclo celular podem levar a
variacbes nos resultados do tratamento radioterapico, seja por favorecer a
sobrevivéncia da célula tumoral com mecanismos super eficientes de reparo e
multiplicagdo celular ou, por outro lado, por acelerar a evolugdo molecular das
células oncologicas ao acumular danos genéticos causados pela radiacao
(BORCHIELLINI et al, 2012).

Desse modo, € importante entender a atuacdo dos genes envolvidos nestes
mecanismos e que sdo candidatos a marcadores genéticos da radiossensibilidade

tumoral, refletindo em variagcdes no prognéstico desses pacientes.
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1.3.1ATM

Quando ocorre o dano ao DNA, as células respondem ativando a resposta ao dano
de DNA (DDR), o que inclui a ativagcado dos pontos de controle do ciclo celular, o
inicio de programas de transcricdo, e a execuc¢do de reparo do DNA ou iniciagdo da
apoptose para manter a integridade do genoma (LEE et al, 2014). Defeitos na DDR
ou nas vias de controle mitéticas podem permitir a sobrevivéncia ou o crescimento
continuo das células com danos genémicos, aumentando assim a probabilidade de
transformacdo maligna (HARTWELL; WEINERT, 1989). Os reguladores chave do
ponto de verificacdo em vias de DDR sdo as proteinas Ataxia Telangiectasia
Mutated (ATM) e proteinas relacionadas com Rad3 (LEE et al, 2014).

O gene ATM esta localizado no cromossomo 11Q22-2. O mRNA de 13 kb é
montado a partir de 66 éxons distribuidos por um regido gendémica de 150 kb. A
proteina produzida possui 350 kD (PLATZER et al, 1997). A proteina ATM €& uma
serina-treonina quinase gque atua em varios mecanismos importantes envolvidos no
reparo de danos induzidos por radiacdo na dupla fita de DNA, controle dos pontos
de checagem do ciclo celular, respostas ao estresse oxidativo e radiossensibilidade
(BAKKENIST; KASTAN, 2003; KIM et al, 2013).

ATM exerce os seus efeitos biolégicos através da regulacdo por fosforilacdo de
alvos controladores do ciclo celular como CHK2 e CHK1, supressores tumorais
como p53 e BRCAL, fatores de reparo de DNA como RADS50, RAD51, GADD45 e
outras moléculas sinalizadoras como c-Abl e NF-KappaB. E ativada pelo complexo
Nbs1-MRE11-RAD50 ou pelo 53BP1, que sdo sensores de dano ao DNA induzidos
pela radiacdo (CREMONA; BEHRENS, 2013). As interacdes entre a proteina ATM e
os seus diferentes substratos, com as respostas biolégicas produzidas, estédo

apresentadas na figura 1.

A perda de funcéo e/ou a expressao aberrante da proteina ATM pode ser a chave
para os efeitos colaterais induzidos pela radiacdo, incluindo pneumonia, fibrose
subcuténea e radiossensibilidade (ZHANG et al, 2010). Também €é conhecido que

alguns polimorfismos podem induzir a baixa expressao do gene ATM ou levar a
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desestabilizacdo da proteina ATM e, consequentemente, aumentar a
radiossenssibilidade, estando localizados nas regides promotoras, codificadoras ou
intronicas (KIM et al, 2006).
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Figura 1. Via de sinalizacdo da proteina ATM. A ativagdo da proteina ATM, em virtude de danos
provocados pela radiacdo, estimula a reparacdo do DNA e bloqueia a progresséo do ciclo celular.
Para desempenhar esse papel, ATM interage com uma ampla rede de proteinas, incluindo fatores de
ponto de checagem (CHK1, CHK2), supressores de tumor (p53 e BRCA), fatores de reparo do DNA
(RAD50, RAD51, GADD45), e outras moléculas sinalizadoras (c-Abl e NF-kB). Além de regular a
reparacao do DNA e do ciclo celular, ATM pode também desencadear a apoptose em células tratadas
com radiacdo. Fonte: BioCarta, 2014.

O polimorfismo IVS62+60G>A (rs664143) esta localizado no intron 62 do gene ATM,
em um sitio de ligacéo de proteinas (KIM et al, 2006). A alteracdo de bases glicina
(G) para adenina (A) pode modificar o sitio de ligacdo das proteinas responsaveis
pelo splicing e consequentemente, podem levar a um splicing impreciso (KIM et al,
2006). Dessa forma, o padrdo de splicing dos éxons 61 e 62 adjacentes a esse
polimorfismo pode estar modificado, alterando os niveis dos seus transcritos e,

consequentemente, da proteina ATM.
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O polimorfismo ATM Asp1853Asn (rs1801516), localizado no éxon 39 leva a uma
substituicdo de uma asparagina (Asp) para um aspartato (Asn) no codon 1853.
Estudos indicam que a presenca do alelo Asnl853 pode aumentar a
radiossensibilidade nos portadores, e significativamente aumentar a incidéncia de
respostas adversas a radioterapia. Um possivel modo de agdo seria através da
influéncia desse alelo sobre a regido responsavel pelo splicing do éxon 39, alterando

0 correto processo de splicing (BERANEK et al, 2011).

1.3.2 TP53

A progressao do ciclo celular € acompanhada por pontos de checagem, que
representam vias de sinalizacdo intracelular que conduzem a parada do ciclo. A
parada permite que as células iniciem um evento apenas quando estiverem reunidas
todas as condi¢cdes para a conclusdao bem sucedida deste evento. Danos ao DNA
podem levar a ativacdo de pontos de checagem do ciclo celular em G1, S e G2,
permitindo que as células reparem os danos no DNA antes de iniciar ou continuar a
replicacdo de seu genoma, ou antes de segregar 0s genomas replicados para as
células-filhas (SUZUKI; MATSUBARA, 2011). Dependendo da complexidade do
dano do DNA e da eficacia dos mecanismos de reparacdo do DNA, as células
podem retomar o ciclo celular ou sdo encaminhados para a apoptose. Os genes que
desempenham papel fundamental na resposta dos pontos de checagem do dano no
DNA sdo o0 ATM e o TP53 (BORCHIELLINI et al, 2012).

O gene supressor de tumor TP53, localizado no cromossomo 17pl3.1, esta
envolvido em muitas func¢des relacionadas a manutencao da integridade celular apés
danos ao DNA e controle do ciclo celular. Disfungdes desse gene estdo envolvidas
em muitos tipos de tumores, incluindo cancer de cabeca e pescoco (VOGELSTEIN;
LANE; LEVINE, 2000).
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A proteina p53 é fosforilada e ativada pela proteina ATM e tem sua producéo
aumentada, levando a ativacao trascricional, repressdo de multiplos genes, parada
do ciclo celular para permitir o reparo do DNA e apoptose (VOUSDEN; LANE, 2007).
A regulacdo desses processos pela p53 controla a resposta celular aos danos
induzidos por radiacdo (YANG et al, 2011). Em adicdo, a p53 também regula
diretamente a expressao e ativacdo de algumas citocinas, como a interleucina-6 e o
TGFB, que estao envolvidas em processos inflamatorios induzidos pela radiacéo
(YANG et al, 2011). Portanto, a funcao aberrante da p53 é esperada como sendo um
dos eventos essenciais nas patogenias induzidas por radiacdo. A via de sinalizacao

da proteina p53 é apresentada na figura 2.

Em células normais, a concentracdo de p53 € baixa e sua meia vida € curta, por
volta de 20 minutos (MICHAEL; OREN, 2003). De modo contrario, se o0 gene TP53
estiver mutado, o seu produto proteico esta frequentemente presente em altas
concentracfes (GASCO; CROOK, 2003).

Mutacdes no gene TP53, principalmente nos éxons 5-8 ou 5-9, tém sido registradas
em cerca de 60% dos casos de cancer de cabeca e pescoco, e podem ser mutagdes
de ponto, dele¢des ou inser¢cdes. Alguns estudos tém mostrado que mutacdes desse
gene estdo associadas com o aumento do risco de recorréncia locorregional e pior
prognéstico. Outros estudos sugerem também que a superexpressdo da forma
mutada da proteina p53 esta associada com indices reduzidos de sobrevivéncia
global e sobrevivéncia livre de doenca em pacientes com CECP, principalmente
cancer de laringe (EDSTROM et al, 2001). No entanto, a correlacdo entre a
expressao da proteina p53 e a evolugéo clinica em pacientes com CECP permanece
sem um consenso. Embora muitos estudos tenham correlacionado mutagdes e/ou
superexpressao de p53 com pior progndéstico, outros tém mostrado que esses
eventos sdo independentes do prognostico e da evolucdo clinica da doenca
(GLEICH; SALAMONE, 2002).
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Figura 2. Via de sinalizagdo da p53. A p53 é um fator de transcri¢cao cuja atividade € regulada por
fosforilagcdo. A funcdo da p53 é impedir o progresso do ciclo celular caso esteja presente algum dano
no DNA, seja através de pontos de checagem que permitem o reparo do DNA, ou da apoptose caso
0s danos persistam. Fonte: BioCarta, 2014.

O polimorfismo TP53 Arg72Pro (rs1042522), presente no éxon 4 do gene TP53, é
caracterizado pela mudanca de glicina (G) para citosina © no codon 72, que resulta
na substituicdo de aminoacidos Arginina (Arg) para Prolina (Pro). Esse codon 72
esta localizado dentro de uma regido rica em prolina, essencial para a apoptose
dependente de p53 (SCHNEIDER-STOCK et al, 2004). O gendtipo Arg72 induz a
apoptose com mais rapidez e suprime a transformacdo mais eficientemente que o
genotipo Pro72 (BERGAMASCHI et al, 2006). Entretanto, o gendtipo Pro72 possui
uma capacidade significativamente alta de parada do ciclo celular e de reparo de
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DNA do que o genétipo Arg72 (PIM; BANKS, 2004; SIDDIQUE; SABAPATHY,
2006).

1.3.3 BCL2

A apoptose (ou morte celular programada) € regulada por uma complexa cascata de
eventos moleculares que elimina as células individualmente. O processo pode ser
considerado como um mecanismo de protecao, ja que remove as células altamente
danificadas. Por isso, € um processo evolutivamente conservado que desempenha
um papel fundamental na homeostase do tecido (KELLY; STRASSER, 2011). A
ocorréncia de apoptose induzida por radiacdo depende do tipo celular, fase do ciclo
celular e pela dose de radiacdo. A apoptose € regulada por diversas proteinas,
incluindo p53, ATM e BCL2, e pode ser mediada pela via dependente de p53 (figura
2) ou pela via independente de p53 (DE RUYCK, 2007).

A familia de proteinas de membrana mitocondrial BCL2 desempenha um papel
central no controle das vias apoptéticas, na regulacdo dos processos de morte
celular e nos mecanismos de sobrevivéncia celular através da alteracdo da
permeabilidade da membrana mitocondrial e do controle da liberacdo do citocromo ¢
(BEVERLY, 2012). Essa familia contém proteinas antiapoptoéticas, como BCL-XL e
BCL2 (o primeiro proto-oncogene com fungcéo anti-apoptoética descrito), e proteinas
pré-apoptéticas, como BAX ou BAK, que atuam em tecidos normais e nas células
cancerosas (HIRATA et al, 2009; REED, 2008).

A proteina BCL2 esta localizada na membrana mitocondrial externa de diferentes
tipos celulares, como epitélios capazes de proliferacdo e morfogénese. Dentre suas
atuacdes esté o blogueio da liberacéo de citocromo c pela mitocondria apos estimulo
apoptogénico, impedindo, portanto, a ativacio de caspases (SCARFO; GHIA, 2013).
A proteina BAX pode produzir heterodimeros com a BCL2 (BAX/BCL2), suprimindo

a morte celular, ou homodimeros (BAX/BAX), promovendo a apoptose. O
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mecanismo de controle da apoptose pelos genes da familia BCL2 envolve a
formacdo de poros na membrana mitocondrial, permitindo a interacdo de varias
proteinas envolvidas na regulacdo da morte celular (VOGLER, 2012; REED, 2008).

Diferentes estimulos de estresse desencadeam a iniciagdo da apoptose por meio da
chamada "via intrinseca", que culmina com a liberacdo de proteinas, especialmente
citocromo c, a partir do espaco mitocondrial entre membranas. A "via extrinseca" é
ativada por receptores de morte da superficie celular e ambos os caminhos
convergem para ativar a cascata de caspase para alteracdes celulares estruturais e
bioguimicas associadas com a apoptose (KELLY; STRASSER, 2011). Esse

mecanismo é mostrado na figura abaixo (Figura 3).
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Figura 3. Sinalizagdo apopt6tica em resposta ao dano no DNA. Os danos ao DNA induzidos por
radiacdo ou quimicos induzem a ativacao celular da cascata de caspases, a partir de receptores de
morte ou da permeabilizacdo da membrana mitocondrial. O citocromo c é liberado da mitocdndria em
resposta aos sinais apoptoticos e ativa a protease Apaf-1, que por sua vez ativa os membros da
cascata de caspases proteoliticas. Fonte: BioCarta, 2014.
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A apoptose tem sido demonstrada como um marco em canceres humanos e é
intensamente estudada para obter novos conhecimentos sobre a patogénese do
tumor e para desenvolver novas abordagens terapéuticas (SCARFO; GHIA, 2013).
O processo de carcinogénese pode ocorrer a partir de mutacdes e alteracdes
polimorficas no gene BCL2. Da mesma forma, polimorfismos podem alterar a
atuacédo do BCL2 e influenciar no tratamento contra a doenca através de alteracbes

na expressao desse gene.

O polimorfismo BCL2 -938C>A (rs2279115) esta localizado no promotor P2 do gene
BCL2, cuja agdo inibe o promotor P1 desse mesmo gene (PARK et al, 2004). O alelo
-938C, em comparacdo com o alelo -938A, aumenta significativamente a atividade
de P2, inibindo o promotor P1 e, consequentemente, diminuindo a expressdo de
BCL2 (NUCKEL et al, 2007).

1.3.4 TGFB

A expressao de genes induzida por radiagao pode resultar na inducéo e liberacéo de
citocinas e fatores de crescimento por muitos tipos celulares, incluindo macréfagos,
células epiteliais e fibroblastos. Essas proteinas influenciam a comunicacéo entre as
células e permitem a sinalizacdo celular entre células expostas ou ndo a radiacéo,
para transferir e amplificar a resposta aos danos da radiacdo. Exemplo de fator de

crescimento ativado pela radiagéo é o Transforming Growth Factor- (TGF).

O gene TGFB € um fator de crescimento multifuncional que regula a proliferacao
celular, diferenciacdo tecidual, desenvolvimento embrionario, angiogénese,
inflamacgéo, cicatrizagéo e fibrose (ZOU et al, 2014; BLOBE; SCHIEMANN; LODISH,
2000). A proteina TGFp, codificada pelo gene citado acima, € uma citocina pro-
fibrética produzida primariamente pelas células endoteliais, hematopoiéticas e de
tecidos conectivos, mas virtualmente, todas as ceélulas humanas possuem
receptores para essa proteina (PETERS et al, 2008; BLOBE; SCHIEMANN;
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LODISH, 2000). Além disso, ela tem sido apresentada como um mediador chave de
fibrogénese em varias condicbes patoldgicas, incluindo reacdes teciduais apés o
tratamento radioterapico (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000; FINKELSTEIN et

al,1994), como mostrado na figura 4.

A radiacao ionizante ativa indiretamente a proteina TGF@ pelas células endoteliais
danificadas e pela alteracdo da homeostase das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (BENTZEN, 2006). Nos casos de radiacdo, os tecidos entram em um ciclo
envolvendo hipoxia, angiogénese, morte celular, proliferacdo e infiltracdo de
macrofagos (DE RUYCK et al, 2006). Em dultima andlise, esta espiral leva a
substituicdo total do tecido por colageno, deixando alguns elementos celulares
(ANSCHER et al, 2005). Em células irradiadas, TGFB é uma proteina chave
associada com proliferacao e diferenciacdo, além de recrutar células inflamatérias,
ativar fibroblastos para producao e deposicdo de proteinas na matriz extracelular e
inibir o reparo epitelial (FINKELSTEIN et al,1994; PETERS et al, 2008; BARNETT et
al, 2012).

Disfuncbes dessa proteina tém sido observadas em fibrose de rim, figado e pulmao,
além de hipertensdo (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000). De fato, enquanto a
perda de funcdo de TGFB tem sido implicada em disturbios hiperproliferativos,
formacdo tumoral, inflamacdo e doencas autoimunes, ganho de funcdo leva a
imunossupressao e metastase tumoral (DERYNCK; AKHURST; BALMAIN, 2001;
ELLIOTT; BLOBE, 2005).

Os efeitos supressores de tumor do TGFf, que incluem a inibicdo da proliferacao
celular, indugcao de apoptose e inibicdo da imortalizacao celular, sdo observados em
células normais e carcinomas precoces. Por outro lado, os efeitos promotores
tumorais desse fator de crescimento, que incluem a inducdo de transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT), adesé&o celular, migracdo, invasdo metastatica e quimiotaxia,
sdo mais especificamente observados em tumores agressivos e invasivos
(KUBICZKOVA et al, 2012; CUF et al, 2010). Assim, TGFB desempenha um duplo
papel em canceres humanos; atuando como supressor tumoral e como promotor de

metastase tumoral e dessa forma, torna-se um alvo em pesquisas sobre cancer.
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Figura 4. Processos chaves envolvidos na fibrogénese induzida por radiacdo. A radiacéo
ionizante ativa diretamente o TGFfB, que também pode ser liberado pelos tecidos endoteliais
danificados pela radiag&o, junto com outras citocinas pro-fibréticas. A radiacdo também pode gerar
ROS, que ativam o TGFp e interferem na via de sinalizagdo Smad. Como resposta, o TGF3 aumenta
a deposicdo de colageno e de matriz extracelular (ECM). Os danos vasculares e a remodelacédo
tecidual podem levar a hipoxia, um dos mecanismos que leva a resposta fibrogénica. Fonte: Bentzen,
2006.

Os polimorfismos TGFB Pro10Leu (rs1800470) e TGFB -509C>T (rs1800469) estédo
associados com um aumento dos niveis séricos da proteina TGFB (GRAINGER et
al, 1999). O efeito na radiossensibilidade e nos niveis séricos da proteina TGFf
relatados na literatura podem ser causados pelo polimorfismo LeulOPro atraves da
influéncia sobre o tréfico intracelular ou eficiéncia na exportacdo do pro-peptideo
através do reticulo endoplasmatico e pelo polimorfismo -509C>T através de seu
efeito sobre a producéo dessa pré-proteina (DE RUYCK et al, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a relacdo entre os polimorfismos ATM IVS62+60G>A (rs664143), ATM
Aspl853Asn (rs1801516), TP53 Arg72Pro (rs1042522), BCL2 -938C>A (rs2279115),
TGFB ProlOLeu (rs1800470) e TGFB -509C>T (rs1800469) e o progndstico de
pacientes com Carcinoma Epidermdide de Cabeca e Pesco¢o (CECP), segundo a
modalidade terapéutica.

2.2 Objetivos especificos

e Correlacionar os diferentes genétipos dos polimorfismos estudados com o
prognaostico dos pacientes, segundo a ocorréncia de recidiva geral, local, ébito
e sobrevidas livre de doenca local e doenca especifica nos casos de
carcinoma epidermoide oral, de orofaringe e de laringe, segundo a

modalidade terapéutica;

e Avaliar os diferentes resultados relacionados a radiossensibilidade tumoral

entre os tumores de cavidade oral, orofaringe e laringe.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos Eticos

O material utilizado para a realizagdo do estudo consistiu de DNA extraido de
sangue, coletado apds entrevista e assinatura de consentimento livre e esclarecido.
A matriz do DNA esta armazenada em freezer dentro do Laboratério de Biologia
Molecular do Hospital Heli6polis/SP, sob-responsabilidade do Dr. Marcos Brasilino
de Carvalho (Coordenador de Grupo no Projeto Genoma dentro do Hospital
Helidpolis) e da Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva (Coordenadora do Projeto
Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e Pescoc¢o). Esse projeto foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob o n° 135 (anexo 1). Os dados
clinicos e as informacdes contidas nos prontuarios sdo mantidos em sigilo,

garantindo assim a confidencialidade das informacdes.

3.2 Casuistica

Para avaliar os polimorfismos selecionados, foram estudados 311 pacientes com
CECP tratados no Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital Helidpolis
entre o periodo de 2001 a 2011. Entre estes, 151 pacientes foram operados e

irradiados e 160 foram apenas operados.

Os casos incluidos no estudo se restringem aos carcinomas epiderméides de
cavidade oral e orofaringe (n=210) e laringe (n=101). Todos 0s casos possuem
confirmacédo histolégica do diagndstico oncologico e ndo haviam sido previamente
submetidos a qualquer forma de tratamento para a doenca em questdo. Os casos
com diagnostico de metastase a distancia foram excluidos do presente estudo, ja
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que essa poderia ser uma caracteristica que influenciaria negativamente no
prognoéstico da doenca. A presenca de metastase, considerada como um tumor de
segunda geracdao, leva a grande reducdo da expectativa de vida quando comparada

a casos sem metastase a distancia.

As amostras de tumores localizados na cavidade oral e na orofaringe foram
agrupadas na analise estatistica. Esses dois sitios possuem caracteristicas clinicas
e histopatoldgicas e protocolos de tratamento semelhantes, além de prognosticos
parecidos, como a alta incidéncia de recidivas. A laringe foi analisada a parte por

possuir caracteristicas diferentes dos sitios anatémicos citados acima.

O seguimento dos pacientes foi feito por uma equipe multidisciplinar de acordo com
a rotina estabelecida no servico, garantindo um seguimento minimo de 60 meses (5
anos) apoOs o tratamento inicial. Os registros incluem informacdes epidemioldgicas
abrangentes quanto aos fatores de risco relacionados a doenca. Essas

caracteristicas estdo agrupadas e resumidas na tabela 1.

Entre os 311 individuos participantes desse estudo, 271 sdo homens (87,1%). Essa
proporcdo mantém-se nos dois sitios analisados, sendo 179 homens na cavidade
oral+ orofaringe (85,2%) e 92 homens na laringe (91,1%).

Quando analisada a faixa etaria, constata-se que 123 casos (39,5%) de cancer
foram diagnosticados em pessoas com idades entre 51 e 60 anos, sendo que 275

dos casos (88,4%) ocorreram em pessoas com idades entre 41 a 70 anos.

Em relagcédo ao tabagismo, pessoas que nunca fumaram ou que pararam a mais de
um ano foram enquadradas na subclasse “Nao Tabagista”, considerando o status
tabagista do dltimo ano completo. Nesse caso, 224 pacientes avaliados aqui sao

tabagistas (72%), propor¢cdo mantida também nos dois sitios anatdmicos analisados.

O consumo de éalcool foi registrado em 107 individuos (51%) com tumores de
cavidade oral e orofaringe, enquanto na laringe 47 (46,5%) pacientes foram

considerados etilistas.
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Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes diagnosticados com CE oral, de
orofaringe e de laringe.

Sitio
Caracteristicas Total Oral, Laringe
epidemiolégicas orofaringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Género

Feminino 40 12,9 31 148 9 8,9

Masculino 271 87,1 179 85,2 92 91,1
Faixa etaria, anos

<40 7 2,3 6 2,9 1 1,0

41 -50 70 22,5 47 22,4 23 22,8

51-60 123 395 84 40,0 39 38,6

61—-70 82 26,4 53 25,2 29 28,7

>70 29 9,3 20 9,5 9 8,9
Tabagismo

Nao 87 28,0 58 27,6 29 28,7

Sim 224 72,0 152 724 72 71,3
Etilismo

Nao 157 50,5 103 49,0 54 53,5

Sim 154 49,5 107 51,0 47 46,5
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

Os critérios utilizados para o diagnostico da doenca primaria incluem a suspeita
clinica através de anamnese e exame fisico, e posterior confirmagdo com exame
histopatolégico do produto de bidpsia. A suspeita clinica para metastase cervical
(N+) inclui exame fisico e radiolégico confirmados pela andlise histologica do
esvaziamento cervical. Em alguns casos foi utilizada a pung&o por agulha fina

(PAAF) para coleta de material e analise citologica.

As caracteristicas clinicopatolégicas analisadas foram: estadio do tumor (Sistema

TNM), tamanho do tumor, presenca de linfonodos acometidos e margem cirdrgica.

O Sistema TNM para classificagdo de tumores malignos foi desenvolvido com o
objetivo de facilitar a analise de prognostico e o protocolo de tratamento a ser
seguido, classificando os tumores em grupos (estadios), conforme as caracteristicas

da extensdo do tumor priméario (T), a auséncia ou presenca e a extensdo de
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metédstase em linfonodos regionais (N) e a auséncia ou presenca de metastase a
distancia (M). A adicao de nimeros a estes trés componentes indica a extensdo da
doenca maligna, de forma crescente (DESCHLER; DAY, 2008).

Dessa forma, o estadio | agrupa tumores classificados como T1 NO; o estadio II,
tumores T2 NO; o estadio Ill congrega tumores T3 NO ou T1,T2,T3 N1; o estadio IV é
composto por tumores T4, independente do N ou tumores com N=2, independente
do T. Casos em gue 0s tumores encontram-se em estadios iniciais apresentam taxas
de sobrevida maiores do que 0s casos com estadiamento mais avancado
(DESCHLER; DAY, 2008). Essa classificacdo auxilia também no protocolo de
tratamento. Normalmente, pacientes com tumores com estadio | e 1l ndo precisam do
tratamento radioterdpico para eliminacdo do tumor. Ao contrario, pacientes com
tumores Il e IV precisam realizar a radioterapia porque somente a cirurgia €
insuficiente para controlar o tumor primario, visto que os tumores sédo grandes, e/ou
0s pacientes apresentam linfonodos acometidos. Esses pacientes apresentam pior

prognastico e sobrevida.

Foram agrupadas como caracteristicas prognésticas a ocorréncia de recidiva geral,
recidiva local e 6bito. O termo recidiva agrupa os casos de recidiva local, recidiva
regional (metastase nos linfonodos cervicais) e metastase a distancia. Na recidiva

nao sdo incluidos os casos de aparecimento do segundo tumor primario.

A recidiva local refere-se a casos em houve a retirada cirdrgica do tumor primario, e
apos um tempo, ele volta a ressurgir no mesmo local. Essa variavel é a melhor forma
de avaliar os polimorfismos relacionados a radioterapia, ja que este tratamento é

local.

Nas categorias “Recidiva” e “Recidiva local”’, os casos ndo avaliados referem-se a
pacientes que, mesmo sendo operados, apresentaram tumor residual (agrupamento
de células). Esses casos foram excluidos, pois ndo é possivel considerar que o
tratamento foi curativo, permitindo iniciar a contagem de tempo até a ocorréncia da
recidiva, uma vez que o tumor ndo foi extinto em seu sitio primario. Na categoria
“Obito”, os casos ndo avaliados referem-se aos pacientes que morreram em

decorréncia de outras causas sem relacdo com o cancer.
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Nas tabelas em que se relacionam os gendtipos ao progndstico, com o objetivo de
facilitar os calculos estatisticos, o heterozigoto foi agrupado ao homozigoto
(selvagem ou polimérfico) do mesmo gene que apresentava as frequéncias mais
semelhantes a ele. Esses testes foram realizados utilizando a andalise multivariada.
Os casos nao avaliados foram excluidos dos célculos estatisticos. Os casos também
foram separados em irradiados (realizaram a radioterapia) e nao irradiados (néo

realizaram o tratamento radioterapico).

3.3 Extracédo de DNA

Para a extracdo do DNA de sangue, foi empregada a metodologia de extragao por
sal, na qual o sangue periférico coletado de pacientes foi misturado a 25 mL de
tampéo 1 (82,91g de Cloreto de Aménio 1550 mM; 10,01g de Carbonato acido de
Potéassio 100 mM; 50 mL de EDTA 10 mM com pH 7,4; g.s.p. 1000 mL de Agua Milli-
Q), e em seguida o material foi homogeneizado por inverséo e colocado no gelo por
30 minutos. Apdés esse periodo, foi centrifugado por 15 minutos a 1800 rpm a 4°C e
o sobrenadante descartado. Foi adicionado ao pellet 5 mL do tampdo 1 e

centrifugado por 5 minutos a 1800 rpm a 4°C.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspendido através de
agitacao (Vortex) em 3 mL de tampé&o 2, composto por 10 mL de Tris-HCI 100 mM
com pH 8,0, 23,38 g de NaCl 4 M, 10 mL de EDTA 0,2 M com pH 8,2 e Agua Milli-Q
g.s.p. 1000 mL. A solucdo, foram adicionados 10 uL de proteinase-K e
posteriormente 300uL de SDS 10%. Em seguida, a solucéo foi incubada a 37°C por
16 horas.

Apds o periodo de repouso, foi adicionado 1 mL de NaCl saturado (6 M) e
homogeneizado vigorosamente por 15 segundos (Voértex), sendo centrifugado em
seguida por 20 minutos a 3000 rpm. Apds esse periodo, o sobrenadante foi

transferido para outro tubo, onde o DNA foi precipitado quando adicionado 2
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volumes de etanol absoluto em temperatura ambiente. O DNA precipitado foi icado e
embebido em etanol 70% em temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi
dissolvido em um tubo contendo 800 pL de TE (composto por 1 mL de Tris 10 mM
com pH 7,5, 0,5 mL de EDTA 1mM com pH 7,4 e Agua Milli-Q g.s.p. 1000 mL), e

incubado a 65°C por 30 minutos.

ApoOs a finalizacdo da extragdo do DNA, as amostras foram armazenadas em

congelador a - 20°C.

3.4 PCR-RFLP

Os seis polimorfismos analisados nesse estudo foram selecionados através de
revisdo bibliografica em artigos cientificos no PubMed, utilizando as palavras chaves

radioterapia, polimorfismo e cancer.

O polimorfismo do gene BCL2 foi 0 rs2279115, localizado em uma regido promotora
e caracterizado por uma mudanca de nucleotideos na posi¢éo -938, de uma citosina
(C) para uma adenina (A). No gene TP53, o polimorfismo foi 0 rs1042522, localizado
em uma regido codificante e onde ocorre uma mudanca de uma guanina (G) para
uma C, acarretando uma troca do aminoacido Arginina (Arg) por uma Prolina (Pro)
no cédon 72. Foram escolhidos dois polimorfismos do gene TGFB. O primeiro,
rs1800470, localizado no éxon 1 do gene, € caracterizado por uma troca de uma C
por uma timina (T) na posicéo 869, ocasionando uma alteracdo de aminoacidos no
cédon 10, uma Prolina por uma Leucina (Leu). O segundo, rs1800469, é
reconhecido como uma alteragcao de uma C por uma T na posi¢éo -509, localizada
em uma regido promotora. Também foram selecionados dois polimorfismos no gene
ATM: 0 rs664143, caracterizado como uma alteracdo de uma guanina (G) por uma A
na posicédo 60 do intron 62; e 0 rs1801516, localizado em uma regido codificadora,
cuja alteracdo ocorre no cédon 1853 de um Aspartato (Asp) para uma Asparagina
(Asn) devido & uma troca entre os aminoacidos A e G na posi¢ao 5557.
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Apés a extracdo do DNA, as amostras foram amplificadas utilizando a técnica de
PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght
Polymorphism). Para cada polimorfismo estudado, um par de primers especifico foi
utilizado, sendo que as sequéncias de primers Foward (F) e Reverse (R) foram
obtidas através da revisdo bibliografica nos artigos da area e confirmadas pelo

NOsSso grupo de pesquisa.

As sequéncias do primers, tamanho do fragmento de PCR gerado e a referéncia
utiizada  séo: BCL2 -938C>A, F:5TTATCCAGCAGCTTTTCGG3’ e
R:5GGCGGCAGATGAATTACAAZ’, 252 pb (ZHANG et al, 2012); TP53 Arg72Pro
(G>C), F:5’ATCTACAGTCCCCCTTGCCG3’ e R:5GCAACTGACCGTGCAAGTCAZ,
296pb (LI et al, 2010); TGFB Prol0Leu (C>T), F:5CTCCGGGCTGCGGCTGCGGCY
e R: 5CGGCACCTCCCCCTGGCTCG3’, 199 pb (COTTON et al, 2002); TGFB -

509C>T, F:5CAGTAAATGTATGGGGTCGCAGS’ e
R:5GGTGTCAGTGGGAGGAGGG3, 153 pb (COTTON et al, 2002); ATM
IVS62+60G>A, F:5CTCTTCACATCAGTGACTTCCGGA3 e R:5’
GCTGTGAGAAAACCATGGAAGTGAS', 146 pb (HU et al, 2008); ATM Asp1853Asn
(A>G), F:5 TAATATGTCAACGGGGCATG3’ e

R:5’ATTTCTCCATGATTCATTTGGAT3’, 179 pb (GONZALEZ-HORMAZABAL et al,
2008).

As condicfes quimicas e fisicas para as reacfes de PCR foram otimizadas no inicio
da pesquisa. O termociclador utilizado foi o Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler, da
Applied Biosystems. As condi¢cdes quimicas utilizadas para a amplificagdo dos
polimorfismos dos genes BCL2, TP53 e ATM foram: 0,2 pL de Taqg Platinum DNA
Polimerase; 0,6 pL de primer Foward (F) 25 pM; 0,6 pL de primer Reverse (R) 25
puM; 0,3 pL de dNTP 10 mM; 0,45 pL de MgCl, 50 mM; 1x de buffer 10x; 1 uL de
DNA,; e &gua ultra pura g.s.p 15 pL. As condi¢cdes foram as mesmas descritas acima
para os dois polimorfismos do gene TGFB, com exce¢do do volume de primer,

padronizado com 0,4 pL.

As condicOes fisicas ideais de denaturacdo, anelamento e extensdo para a
amplificacdo dos fragmentos pela PCR sdo apresentadas abaixo, sendo que a

denaturacgéo inicial e a extenséao final foram as mesmas (94°C por 5 min e 72°C por
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10 mim, respectivamente). Para o BCL2 -938C>A foram utilizados 40 ciclos de 94°C
por 30 seg, 57°C por 30 seg e 72°C por 30 seqg; TP53 Arg72Pro, 35 ciclos de 94°C
por 30 seg, 57°C por 30 seg e 72°C por 20 seg; TGFB Pro10Leu, 38 ciclos de 94°C
por 40 seg, 68°C por 25 seg e 72°C por 50 seg; TGFB -509C>T, 35 ciclos de 94°C
por 60 seg, 63°C por 30 seg e 72°C por 60 seg; ATM IVS62+60G>A, 35 ciclos de
94°C por 60 seg, 57°C por 30 seg e 72°C por 40 seg; ATM Asp1853Asn, 40 ciclos de
94°C por 60 seg, 57°C por 30 seg e 72°C e 40 seg.

Apés a amplificacdo das amostras pela PCR, foi realizada a reacdo de RFLP,
comumente chamada de digestdo, pois utiliza enzimas de restricdo especificas que
reconhecem determinados fragmentos oligonucléicos especificos e os “digere” em
fragmentos menores de tamanhos conhecidos que séo utilizados para genotipar. As

condic¢des quimicas e fisicas da digestdo foram padronizadas nesse trabalho.

Para a digestdo do polimorfismo BCL2 -938C>A, por amostra, foram utilizados 0,2
uL da enzima Bccl (New England Biolabs); 1,0 uL de buffer; 3,8 yL de agua ultra-
pura e 5,0 pL de produto de PCR. Para o TP53 Arg72Pro, as condi¢des foram 0,125
uL da enzima BstUI (Fermentas); 0,875 uL de buffer; 5,0 uL de agua ultra-pura e 5,0
pL de produto de PCR. Para o polimorfismoTGF Pro10Leu, foram utilizados 0,1 puL
da enzima Notl (Fermentas); 0,9 uL de buffer; 5,0 L de agua ultra-pura e 4,0 uL de
produto de PCR. Para o polimorfismo -509C>T do gene TGF[, foram utilizados 0,15
uL da enzima Eco81l (Fermentas); 1,0 puL de buffer; 3,85 uL de &gua ultra-pura e 5,0
UL de produto de PCR. As condi¢cdes quimicas da digestdo do polimorfismo ATM
IVS62+60G>A foram: 0,17 pL da enzima BseGl (Fermentas); 1,0 uL de buffer; 3,83
uL de agua ultra-pura e 5,0 pL de produto de PCR. Para o polimorfismo ATM
Asp1853Asn, foram utilizados 0,16 pL da enzima Mbol (Fermentas); 1,34 pL de
buffer; 4,5 uL de agua ultra-pura e 5,0 pL de produto de PCR.

As condig@es fisicas para cada reacdo de RFLP estdo apresentadas na tabela 2,
gue também mostra os fragmentos especificos gerados apds a digestdo de cada

polimorfismo, separados de acordo com os genotipos.
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Tabela 2. Condicdes fisicas e fragmentos gerados para cada polimorfismo ap6s a reacédo de
RFLP.

Condic¢des ATM

fisicas e BCL2 TP53 TGFB TGFR IVS62+60 ATM

fragmentos -938C>A  Arg72Pro  ProlOLeu -509C>T GSA Asp1853Asn

gerados

Fragmento 252pb 296pb 199pb 153pb 146pb 179pb

PCR

Enzima Bccl BstUI Notl Eco81l BseGl Mbol

Temperatura 37°C 37°C 37°C 37°C 55°C 37°C

de clivagem

Tempo 1h30min 16h 16h 1h20min 1h20min 16h

Homozigoto 252pb 169, 127pb 180, 19pb 119, 34pb 146pb 156, 23pb

selvagem

Heterozigoto 252, 154, 296, 169, 199, 180, 153, 119, 146, 111, 179, 156,
98pb 127pb 19pb 34pb 35pb 23pb

Homozigoto 154, 98pb 296pb 199pb 153pb 111, 35pb 179pb

polimorfico

pb: pares de base

Para a visualizacdo dos fragmentos gerados apos a digestdo, as amostras foram
corridas em eletroforese horizontal em gel de agarose com concentracdes de 2% ou
3% e com o tempo de corrida de 40 a 50 minutos, de acordo com polimorfismo. O
brometo de etideo foi usado como corante intercalante. A visualizagdo das bandas e
o registro das fotos dos géis foram realizados em fotodocumentador utilizando a luz
ultravioleta. Cada polimorfismo gerou um padrdo de bandas diferentes, que estéao
mostrados na tabela 2 e na figura 5.
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e)

Figura 5. Visualizacdo dos fragmentos gerados ap6s areacdo de PCR-RFLP. a) BCL2 -938C>A:
M=marcador de 100 pb; 1=HS CC; 2=Ht CA; 3=HP AA; b) TP53 Arg72Pro: M=marcador de 100 pb;
1=HS Arg/Arg; 2=Ht Arg/Pro; 3=HP Pro/Pro; c) TGFB Pro10Leu: M=marcador de 100 pb; 1=HS
Pro/Pro; 2=Ht Pro/Leu; 3=HP Leu/Leu; d) TGFB -509C>T: M=marcador de 50 pb; 1=HS CC; 2=Ht CT;
3=HP TT,; e) ATM IVS62+60G>A: M=marcador de 50 pb; 1=HS GG; 2=Ht GA; 3=HP AA; f) ATM
Asp1853Asn: M=marcador de 50 pb; 1=Ht Asp/Asn; 2=HS Asp/Asp; 3=HP Asn/Asn. HS: Homozigoto
Selvagem; Ht: Heterozigoto; HP: Homozigoto Polimdrfico.

3.5 Estatistica

Para a analise estatistica, a margem de erro estipulada foi menor que 5%, de acordo
com o teste de significancia de Lilliefors (significancia quando p<0,05). Para os
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testes de associagdo foram utilizados o teste Qui-quadrado e, quando necessario, 0
teste exato de Fisher. Para a analise da sobrevida foi calculado o intervalo de tempo
(em meses) entre as datas de cirurgia e 6bito de cada paciente, ou do ultimo retorno

Nnos casos sobreviventes.

Adicionalmente, o intervalo de tempo para a andlise da sobrevida livre de doenca
local foi calculado utilizando como ponto final a data da recidiva local ou a data do
altimo retorno nos casos assintomaticos. As curvas de sobrevida foram avaliadas
segundo o modelo Kaplan-Meier, e sua significancia confirmada pelo valor de p de
Wilcoxon.

As andlises de regresséo logistica multivariada e de Cox Proportinal Hazard foram
utilizadas para ajustar os valores de Odds ratio (OD), Hazard ratio (HR) e Intervalo
de Confianca (IC 95%) dos resultados significativos. A relacdo clinico-bioldgica e o
valor de p<0,10 foram considerados para selecionar as variaveis a serem utilizadas
no modelo de analise multivariada. Os célculos estatisticos foram realizados com a

utilizacao do software Epi Info® v3.4.3.
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4.1 Caracterizacéo clinicopatoldgica e prognostica da casuistica
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As caracteristicas clinicopatolégicas analisadas foram: estadio, tamanho do tumor e

linfonodos acometidos (dados mostrados na tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes diagnosticados com CE oral, de

orofaringe e de laringe.

Sitios
Caracteristicas Total Oral, Lari
clinicopatoldgicas Orofaringe aringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Estadio

I 35 11,3 21 10,0 14 13,9

Il 50 16,1 37 17,6 13 12,9

1] 68 21,9 49 23,3 19 18,8

v 158 50,8 103 49,0 55 54,5
Tamanho do tumor (pT)

pT1, pT2 127 40,8 95 45,2 32 31,7

pT3 78 25,1 59 28,1 19 18,8

pT4 106 34,1 56 26,7 50 49,5
Linfonodos acometidos (pN)

Negativo 166 534 98 46,7 68 67,3

Positivo 145 46,6 112 53,3 33 32,7
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

Em relacdo ao estadio, metade (50,8%) das amostras tumorais encontrava-se no

estadio IV, enquanto 38% das amostras pertenciam aos estadios Il e Ill. Essa

propor¢cdo manteve-se nos casos dos sitios da cavidade oral e orofaringe (49% e

40,9%, respectivamente). J& na laringe, mais da metade (54,5%) dos casos eram

estadiamento IV, enquanto 18,8% das amostras foram classificadas como estadio .
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Amostras com estadio | e Il apresentaram praticamente a mesma porcentagem

(13,9% e 12,9%, respectivamente).

Na cavidade oral e na orofaringe, a maior parte (45,2%) dos tumores foram
classificados como T1 e T2, enquanto 28,1% foram classificados como T3 e 26,7%
como T4. Essa proporcao altera-se na laringe, ja que aproximadamente metade dos
tumores foram classificados como T4 (49,5%), 18,8% como T3 e 31,7% como T1 e
T2.

Quando avaliada a presenca de linfonodos metastaticos, as propor¢des invertem-se
entre os sitios anatdmicos avaliados. Enquanto na laringe, na maior parte dos
pacientes (67,3%), ndo foram encontrados linfonodos acometidos, na cavidade oral

e orofaringe, 53,3% dos pacientes apresentavam linfonodos cervicais.

Os dados analisados relativos ao tratamento realizado pelos pacientes sé&o
mostrados na tabela 4. Todos os individuos participantes dessa pesquisa passaram

por cirurgia para retirada do tumor.

A proporcao de casos de pacientes irradiados ou nao irradiados € aproximadamente
a mesma, sendo 51,4% irradiados no sitio oral/orofaringe e 51,5% na laringe. Em
relacdo ao tratamento quimioterapico, somente 6,4% dos pacientes realizaram esse
procedimento. A analise das margens cirargicas revelou que 12,9% das amostras

foram positivas para a presenca de células tumorais nas margens cirdrgicas.
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Tabela 4. Caracteristicas do tratamento dos pacientes diagnosticados com CE oral, de
orofaringe e de laringe.

Sitios
Caracteristicas do Total Oral, Laringe
tratamento Orofaringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Radioterapia

N&o 160 51,4 108 51,4 52 51,5

Sim 151 48,6 102 48,6 49 48,5
Quimioterapia

N&o 291 93,6 194 92,4 97 96,0

Sim 20 6,4 16 7,6 4 4,0
Margens cirdrgicas

Livres de Tumor 271 871 180 85,7 91 90,1

Positiva 40 12,9 30 14,3 10 9,9
Total 311 100,0 210 675 101 32,5

Os pacientes realizaram um acompanhamento em relacdo ao prognostico. Foram

analisados dados de recidiva, recidiva local e 6bito (dados mostrados na tabela 5).

Quase metade dos pacientes (47,6%) com tumores localizados na cavidade oral,
orofaringe recidivaram, enquanto 32,9% dos individuos néo recidivaram. Na laringe,
a taxa de recidiva foi menor (24,8%), enquanto 60,4% dos casos nao sofreram com

o ressurgimento da doenca.

Quando analisada somente os casos de recidiva local, mais pacientes nao
recidivaram nos casos de tumores primarios na laringe (67,3%) e na cavidade oral e
na orofaringe (55,7%). Somente 17,8% dos individuos apresentaram recidiva local

na laringe e 24,8% no sitio oral/orofaringe.

Na cavidade oral e na orofaringe, 53,8% dos pacientes ndo morreram, mas 39,5%
deles foram a Obito por causa do céncer. Ja na laringe, 57,4% dos individuos

sobreviveram, enquanto 36,6% dos pacientes morreram por causa da doencga.
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Tabela 5. Dados do acompanhamento progndstico em pacientes diagnosticados com CE oral,

de orofaringe e de laringe.

Sitios
Total Oral .
Dados do acompanhamento Orofariﬁge Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Recidiva

N&ao 161 51,8 100 47,6 61 60,4

Sim 94 30,2 69 32,9 25 24,8
Nao avaliado 56 18,0 41 19,5 15 14,9
Recidiva local

N&o 185 59,5 117 55,7 68 67,3

Sim 70 22,5 52 24,8 18 17,8
Nao avaliado 56 18,0 41 19,5 15 14,9
Obito

N&o 171 55,0 113 53,8 58 57,4

Sim 120 38,6 83 39,5 37 36,6
Nao avaliado 20 6,4 14 6,7 6 5,9
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

4.2 Andlise das frequéncias genotipicas

Apés as reacbes de PCR-RFLP, as amostras foram genotipadas para os seis

polimorfismos estudados. Os dados genotipicos estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Genétipos dos pacientes diagnosticados com CE oral, de orofaringe e de laringe.

Sitios
Genobtipos Total Oro?;?ilﬁge Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

BCL2 -938C>A

CcC 108 34,7 71 33,8 37 36,6

CA 131 421 90 42,9 41 40,6

AA 70 22,5 47 22,4 23 22,8
N&o avaliado 2 0,6 2 1,0 0 0,0
TP53 Arg72Pro (G>C)

Arg/Arg (G/G) 140 45,0 91 43,3 49 48,5

Arg/Pro (G/C) 130 41,8 92 43,8 38 37,6

Pro/Pro (C/C) 40 12,9 26 12,4 14 13,9
N&o avaliado 1 0,3 1 0,5 0 0,0
TGFb Prol0OLeu (C>T)

Pro/Pro (C/C) 57 18,3 36 17,1 21 20,8

Pro/Leu (CIT) 169 54,3 113 53,8 56 55,4

Leu/Leu (T/T) 79 25,4 56 26,7 23 22,8
N&o avaliado 6 1,9 5 2,4 1 1,0
TGFb -509C>T

CC 127 40,8 85 40,5 42 41,6

CT 138 444 94 44,8 44 43,6

TT 43 13,8 29 13,8 14 13,9
N&o avaliado 3 1,0 2 1,0 1 1,0
ATM IVS62+60G>A

GG 117 37,6 82 39,0 35 34,7

GA 145 46,6 100 47,6 45 44,6

AA 47 15,1 26 12,4 21 20,8
N&o avaliado 2 0,6 2 1,0 0 0,0
ATM Aspl1853Asn (A>G)

Asp/Asp (A/A) 2 0,6 1 0,5 1 1,0

Asp/Asn (A/G) 52 16,7 39 18,6 13 12,9

Asn/Asn (G/G) 251 80,7 166 79,0 85 84,2
N&o avaliado 6 19 4 1,9 2 2,0
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

No gene BCL2 foi analisado o polimorfismo que ocorre na posicédo -938, alterando
uma citosina (C) para uma adenosina (A). Os gendtipos mantiveram-se praticamente
na mesma proporcdo entre os dois sitios analisados, sendo que 22,4% dos casos de
oral, orofaringe e 22,8% de laringe foram do genotipo polimérfico AA, enquanto



43

33,8% e 36,6% (oral/orofaringe e laringe, respectivamente) das amostras

genotipadas foram de homozigotos selvagens CC.

Em relacdo ao polimorfismo do gene TP53, em que ocorre uma troca de um
aminoécido Arginina (Arg) para uma Prolina (Pro), na cavidade oral e na orofaringe,
43,3% dos casos foram de pacientes homozigotos Arg/Arg e 43,8% de individuos
heterozigotos Arg/Pro. Enquanto isso, 48,5% e 37,6% de casos da laringe foram de

pacientes homozigotos selvagem e heterozigotos, respectivamente.

Foram analisados dois polimorfismos do gene TGFB. O primeiro polimorfismo
analisado refere-se a uma troca de aminoéacidos na posi¢do 10, uma Prolina (Pro)
por uma Leucina (Leu). Nessepolimorfismo, a frequéncia de heterozigotos foi maior
do que 50%, tanto na cavidade oral, orofaringe (53,8%) quanto na laringe (55,4%). A
frequéncia do genotipo polimorfico foi maior do que a frequéncia do selvagem nos
dois sitios analisados (26,7% de Leu/Leu na oral/orofaringe e 22,8% do gendtipo

polimorfico na laringe).

O segundo polimorfismo analisado do gene TGF[ refere-se a alteracdo de uma
citosina (C) por uma timina (T) na posicdo -509. O genétipo CC apresentou uma
frequéncia de 40,5% de casos no sitio oral/orofaringe e 41,6% na laringe. J& o
homozigoto polimérfico esteve presente em 13,8% dos casos do primeiro sitio citado

e em 13,9% no segundo sitio.

Do gene ATM também foram analisados dois polimorfismos: uma troca de
nucleotideos na posicdo 60 de uma guanina (G) por uma adenina (A) e uma
mudanca de aminoacidos na posicdo 1853, de um Aspartato (Asp) por uma
Asparagina (Asn). O polimorfismo ATM IVS62+60G>A apresentou o genotipo
heterozigoto como mais frequente (47,6% em oral/orofaringe e 44,6% em laringe),
seguido pelo genotipo GG (39,0% em oral/orofaringe e 34,7% em laringe) e como
menos frequente, o homozigoto polimdérfico (12,4% em oral/orofaringe e 20,8% em

laringe).

Quando analisado o polimorfismo ATM Aspl1853Asn, no sitio da cavidade oral e
orofaringe, 79,0% dos casos foram de homozigotos Asn/Asn, 18,6% de

heterozigotos, e apenas 0,5% de casos do homozigoto selvagem Asp/Asp.
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Frequéncia semelhante foi encontrada na laringe, em que somente 1% dos casos foi
genotipado como Asp/Asp, 12,9% como heterozigotos Asp/Asn e 84,2% como

homozigotos polimérficos.

4.3 Relacao dos polimorfismos com a recidiva geral, segundo o sitio tumoral e

a modalidade terapéutica

Os resultados obtidos a partir da andlise dos polimorfismos em pacientes
diagnosticados com CE oral e de orofaringe em relacdo a ocorréncia de recidiva

geral e da realizacao da radioterapia estdo apresentados na tabela 7.

Na andlise da recidiva geral, nos casos irradiados de tumores de cavidade oral e
orofaringe (tabela 7), ndo foi encontrada significAncia estatistica para o0s
polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,923), TP53 Arg72Pro (p=0,440), TGF Prol0OLeu
(p=0,644), TGFB -509C>T (p=0,195) e ATM Asp1853Asn (p = 0,296). No entanto, o
polimorfismo ATM IVS62+60G>A foi significativamente relacionado com a recidiva
geral em casos irradiados de oral, orofaringe (p=0,025), sendo que a presenca de
pelo menos um alelo G (60G) foi mais frequente nos casos em que nao ocorreu a

recidiva geral (92,2%) do que nos casos que apresentaram a recidiva geral (73,3%).

Na mesma analise nos casos nao irradiados de tumores de cavidade oral e
orofaringe, ndo foi encontrada significancia estatistica para os polimorfismos BCL2 -
938C>A (p=0,244), TGFB ProlOLeu (p=0,688), TGFB -509C>T (p=0,450), ATM
IVS62+60G>A (p=0,222) e ATM Aspl1853Asn (p = 0,318), relacionadas a ocorréncia
da recidiva geral. Entretanto, o polimorfismo TP53 Arg72Pro foi significativamente
relacionado com a recidiva geral em casos nao irradiados de oral, orofaringe
(p=0,032), sendo que a auséncia do alelo Arg foi mais frequente nos casos em que
ocorreu a recidiva geral (66,7%) do que nos casos que nao apresentaram a recidiva
geral (42,9%).
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Tabela 7. Polimorfismos associados com a recidiva geral e tratamento radioterapico em
pacientes diagnosticados com CE oral e de orofaringe.

ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados Casos néo irradiados
Polimorfismos Recidiva geral Recidiva geral
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
BCL2 -938C>A
CcC 15 294 o 30,0 0,923 21 429 12 30,8 0,244
CA+AA 35 686 20 66,7 28 57,1 27 69,2
N&o avaliado 1 20 1 33 6 00 o0 00
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg+Arg/Pro 21 41,2 15 50,0 0,440 27 551 13 333 0,032
Pro/Pro 30 588 15 50,0 21 429 26 667
N&o avaliado 0 00 0 00 1 20 0 00
TGFb Prol0OLeu
Pro/Pro 12 235 ¢ 20,0 0,644 g 163 5 12,8 0,688
Pro/Leu+Leu/Leu 37 725 24 800 40 816 32 821
N&o avaliado 2 39 0 00 1 20 2 51
TGFb -509C>T
CcC 28 549 12 40,0 0,195 16 32,7 15 385 0,450
CT+TT 23 451 18 600 33 673 22 564
N&o avaliado 0 00 0 00 0 00 2 51
ATM IVS62+60G>A
GG+GA 47 92,2 22 73,3 0,025* 42 85,7 36 92,3 0,222
AA 4 7,8 8 26,7 6 122 2 51
N&o avaliado 0 00 0 00 1 20 1 26
ATM Asp1853Asn
Asp/Asp 42 824 26 86,7 0,296 34 694 31 795 0,318
Asp/Asn+Asn/Asn 9 176 3 100 13 265 7 179
N3o avaliado 0 0,0 1 3,3 2 4,1 1 2,6
Total 51 63,0 30 37,0 49 55,7 39 443

p: valor de significAncia, p<0,05; *: valores significativos.

Analisando os casos irradiados de tumores de laringe (tabela 8) os polimorfismos
BCL2 -938C>A (p=0,495), TP53 Arg72Pro (p=0,108), TGFB -509C>T (p=0,910),
ATM 1IVS62+60G>A (p=0,658) e ATM Aspl853Asn (p=0,139) ndo apresentaram
relacdo estatisticamente significativa com a recidiva geral. Ao contrario, 0
polimorfismo TGFB ProlOLeu apresentou significancia estatistica (p=0,004) em

relacdo a recidiva geral nos casos de tumores de laringe irradiados, sendo que a
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presenca de pelo menos um alelo Leu foi mais frequente nos casos em que n&o
ocorreu a recidiva geral (89,5%) do que nos casos que apresentaram a recidiva
geral (45,5%).

Tabela 8. Polimorfismos associados com a recidiva geral e tratamento radioterapico em
pacientes diagnosticados com CE de laringe.

LARINGE
Casos irradiados Casos néo irradiados
Polimorfismos Recidiva geral Recidiva geral
N&ao Sim N&ao Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
BCL2 -938C>A
cC 13 34,2 5 455 0,495 g8 348 4 286 0,492
CA+AA 25 658 ¢ 54,5 15 652 10 71,4
NAao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg+Arg/Pro 24 632 4 36,4 0,108 11 478 4 28,6 0,209
Pro/Pro 14 368 7 636 12 522 10 714
Nao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TGFb Prol0Leu
Pro/Pro 4 105 ¢ 54,5 0,004* 6 261 3 21,4 0,586
Pro/Leu+Leu/Leu 34 895 5 455 17 739 10 714
N&o avaliado 0 00 O 0,0 6 00 1 71
TGFb -509C>T
cC 18 474 5 455 0,910 11 478 4 28,6 0,261
CT+TT 20 52,6 6 54,5 12 522 g9 64,3
N&o avaliado 0 00 O 0,0 6 00 1 71
ATM IVS62+60G>A
GG+GA 31 816 9 81,8 0,658 18 78,3 12 85,7 0,458
AA 7 184 2 18,2 5 21,7 2 143
N&ao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ATM Asp1853Asn
Asp/Asp 30 78,9 11 100,0 0,139 19 826 11 78,6 0,631
Asp/Asn+Asn/Asn 7 184 0,0 4 174 2 143
N3o avaliado 1 26 O 0,0 0O 00 1 72
Total 38 776 11 224 23 622 14 37,8

p: valor de significancia, p<0,05; *: valor significativo.
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Na analise da recidiva geral, nos casos nao irradiados de tumores de laringe (tabela
8), ndo foi encontrada significancia estatistica para os polimorfismos BCL2 -938C>A
(p=0,492), TP53 Arg72Pro (p=0,209), TGFB ProlOLeu (p=0,586), TGFB -509C>T
(p=0,261), ATM IVS62+60G>A (p=0,458) e ATM Aspl1853Asn (p = 0,631).

4.4 Relacao dos polimorfismos com a recidiva local, segundo o sitio tumoral e

a modalidade terapéutica

Na andlise da recidiva local, somente o polimorfismo ATM IVS62+60G>A apresentou
significancia estatistica (p=0,018) nos casos de tumores irradiados de cavidade oral
e orofaringe (tabela 9), sendo que a recidiva local n&o ocorreu em 91,2% dos casos
na presencga de pelo menos um alelo G, contra 70,8% de ocorréncia dessa recidiva
na presenca desse mesmo alelo. A analise multivariada mostrou que a homozigose
do alelo A aumenta em mais de 4 vezes a ocorréncia de recidiva local nos casos de
oral, orofaringe irradiados (OR=4,43; CI=1,22-16,13), quando comparada com a
presenca de pelo menos um alelo G (ver tabela 10). Contudo, os polimorfismos
BCL2 -938C>A (p=0,706), TP53 Arg72Pro (p=0,513), TGFB ProlOLeu (p=0,784),
TGFB -509C>T (p=0,367) e ATM Aspl1853Asn (p = 0,527) ndo apresentaram relacéo
estatistica significativa com a recidiva local nos casos de tumores irradiados de oral,

orofaringe.

Na andlise da recidiva local nos casos de tumores néo irradiados de cavidade oral e
orofaringe (ver tabela 9), ndo foi encontrada significAncia estatistica para o0s
polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,478), TP53 Arg72Pro (p=0,185), TGF Prol0OLeu
(p=0,316), TGFB -509C>T (p=0,855), ATM IVS62+60G>A (p=0,513) e ATM
Aspl853Asn (p = 0,457).
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Tabela 9. Polimorfismos associados com a recidiva local e tratamento radioterapico em
pacientes diagnosticados com CE oral e de orofaringe.

ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados Casos néo irradiados
Polimorfismos Recidiva local Recidiva local
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%)
BCL2 -938C>A
cC 16 28,1 g 33,3 0,706 24 400 o 32,1 0,478
CA+AA 39 684 1 66,7 36 60,0 19 679
N&o avaliado 2 35 0 00 6 00 o0 00
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg+Arg/Pro 24 42,1 12 50,0 0,513 30 50,0 10 35,7 0,185
Pro/Pro 33 579 12 500 29 483 18 643
N&o avaliado 0 00 0 00 1 17 0 00
TGFb Prol0OLeu
Pro/Pro 13 228 5§ 20,8 0,784 10 16,7 3 10,7 0,316
Pro/Leu+Leu/Leu 42 73,7 19 792 47 783 25 893
N&o avaliado 2 35 0 00 3 50 0 00
TGFb -509C>T
CcC 30 526 10 41,7 0,367 22 36,7 g9 32,1 0,855
CT+TT 27 474 14 583 38 633 17 607
N&o avaliado 0 00 0 00 6 00 2 71
ATM IVS62+60G>A
GG+GA 52 91,2 17 70,8 0,018* 53 883 25 89,3 0,513
AA 5 8,8 7 29,2 6 10,0 2 7,1
N&o avaliado 0 00 0 00 1 17 1 36
ATM Asp1853Asn
Asp/Asp 48 84,2 20 83,3 0,527 43 71,7 22 78,6 0,457
Asp/Asn+Asn/Asn 9 158 3 125 15 250 5 179
N3o avaliado 0 0,0 1 42 2 33 1 36
Total 57 70,4 24 29,6 60 68,2 28 31,8

p: valor de significancia, p<0,05; *: valor significativo.

Similarmente a analise anterior, também n&o foi encontrada significancia estatistica
para os polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,284), TP53 Arg72Pro (p=0,119), TGFB
ProlOLeu (p=0,398), TGFB -509C>T (p=0,427), ATM IVS62+60G>A (p=0,373) e
ATM Aspl1853Asn (p=0,524) em relagdo a recidiva local nos pacientes com cancer

de laringe ndo submetidos a radioterapia (tabela 11).
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Nos pacientes com cancer de laringe submetidos a radioterapia, os polimorfismos
BCL2 -938C>A (p=0,627), TP53 Arg72Pro (p=0,200), TGFB -509C>T (p=0,424),
ATM IVS62+60G>A (p=0,457) e ATM Aspl853Asn (p=0,253) ndo apresentaram

relacéo significante (ver tabela 11).

Tabela 10. Analise multivariada das margens cirargicas e do polimorfismo ATMIVS62+60G>A
em pacientes diagnosticados com CE oral e de orofaringe, submetidos a radioterapia e
relacionando com arecidiva local.

RECIDIVA LOCAL
Oral, Orofaringe

Variaveis .
Irradiados
OR (95% CI) p

Margens cirdrgicas

Negativa 1

Positiva 2,51 (0,71-8,87) 0,153
ATM IVS62+60G>A

GG+GA 1

AA 4,43 (1,22-16,13)  0,024*

p: valor de significancia, p<0,05; OR: odds ratio;
ClI: Intervalo de confianga; *: valor significativo.

No entanto, o polimorfismo TGFB ProlOLeu foi significativamente associado a
recidiva local nos casos irradiados de tumores de laringe (p=0,005), sendo que a
presenca de pelo menos um alelo Leu foi mais frequente nos casos em que nao
ocorreu recidiva local (87,8%) do que nos casos em que houve recidiva local da
doenca (37,5%). A analise multivariada (tabela 12) mostrou que a presenca de pelo
menos um alelo Leu diminui o risco de recidiva local em 10 vezes em relacdo a
presenca da homozigose Pro (OR=0,09; CI=0,02-0,53).
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Tabela 11. Polimorfismos associados com a recidiva local e tratamento radioterapico em
pacientes diagnosticados com CE de laringe.

LARINGE
Casos irradiados Casos néo irradiados
Polimorfismos Recidiva local Recidiva local
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
BCL2 -938C>A
cC 15 36,6 3 37,5 0,627 10 370 2 20,0 0,284
CA+AA 26 634 5 62,5 17 63,0 g 80,0
Nao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg+Arg/Pro 25 610 3 37,5 0,200 13 48,1 2 20,0 0,119
Pro/Pro 16 390 5 625 14 519 g 800
Nao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TGFb Prol0Leu
Pro/Pro 5 122 5 62,5 0,005* 6 222 3 30,0 0,398
Pro/Leu+Leu/Leu 36 878 3 375 21 778 6 60,0
N&o avaliado 0 00 O 0,0 0 00 1 100
TGFb -509C>T
cC 20 488 3 37,5 0,424 12 444 3 30,0 0,427
CT+TT 21 512 5§ 62,5 15 556 g 60,0
NAao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 10,0
ATM IVS62+60G>A
GG+GA 34 829 ¢ 75,0 0,457 21 778 9 90,0 0,373
AA 7 17,1 2 25,0 6 222 1 10,0
NAao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ATM Asp1853Asn
Asp/Asp 33 805 8 100,0 0,253 22 815 g 80,0 0,524
Asp/Asn+Asn/Asn 7 171 O 0,0 5 185 1 100
N&o avaliado 1 2,4 0 0,0 0 0,0 1 10,0
Total 41 83,7 8 16,3 27 730 10 27,0

p: valor de significancia, p<0,05; *: valor significativo.
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Tabela 12. Andlise multivariada das margens cirurgicas e do polimorfismo TGFB Prol0Leu em
pacientes diagnosticados com CE de laringe, submetidos a radioterapia e relacionando com a
recidiva local.

RECIDIVA LOCAL

o Laringe

Variaveis .
Irradiados
OR (95% ClI) p

Margens cirargicas

Negativa 1

Positiva 1,43 (0,15-13,40) 0,752
TGFb Prol0Leu

Pro/Pro 1

Pro/Leu+Leu/Leu 0,09 (0,02-0,53) 0,008*

p: valor de significancia, p<0,05; OR: odds ratio;
ClI: Intervalo de confianga; *: valor significativo.

4.5 Relacdo dos polimorfismos com o O6bito, segundo o sitio tumoral e a

modalidade terapéutica

Analisando a ocorréncia de 6bito nos casos irradiados de tumores na cavidade oral e
orofaringe, ndo foi encontrada relacdo estatisticamente significativa para o0s
polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,651), TP53 Arg72Pro (p=0,509), TGF Prol0OLeu
(p=0,309), ATM IVS62+60G>A (p=0,124) e ATM Aspl1853Asn (p = 0,459). Dados
mostrados na tabela 13. No entanto, o polimorfismo TGFB -509C>T apresentou
relacédo significativa nos casos de tumores irradiados de oral, orofaringe (p=0,023),
sendo que a presenca de pelo menos um alelo T foi mais frequente nos casos em
gue ocorreu 0 Obito (68,2%) do que nos casos em que 0s pacientes nao foram a
Obito (45,3%).

Em relagdo aos casos nao irradiados de cavidade oral e orofaringe, os polimorfismos
BCL2 -938C>A (p=0,788), TGFB ProlOLeu (p=0,383), TGFB -509C>T (p=0,416),
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ATM IVS62+60G>A (p=0,235) e ATM Aspl1853Asn (p = 0,725) ndo apresentaram

relacdo significativa com a ocorréncia de obito.

Tabela 13. Polimorfismos associados com o Obito e tratamento radioterapico em pacientes
diagnosticados com CE oral e de orofaringe.

ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados Casos néo irradiados
Polimorfismos Obito Obito
N&ao Sim Nao Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
BCL2 -938C>A
cC 15 283 14 31,8 0,651 23 383 16 41,0 0,788
CA+AA 38 71,7 29 659 37 61,7 23 590
N&o avaliado 0 00 1 23 6 00 o0 00
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg+Arg/Pro 24 453 17 38,6 0,509 33 550 13 333 0,028*
Pro/Pro 29 54,7 27 614 26 433 26 66,7
N&o avaliado 0 00 0 00 1 17 0 00
TGFb Prol0Leu
Pro/Pro 14 26,4 g 18,2 0,309 9 150 4 10,3 0,383
Pro/Leu+Leu/Leu 38 71,7 36 818 50 83,3 33 84,6
N&o avaliado 1 19 0 00 1 17 2 51
TGFb -509C>T
CC 29 547 14 31,8 0,023* 21 350 16 41,0 0,416
CT+TT 24 453 30 682 39 650 21 538
N&o avaliado 0 00 0 00 0 00 2 51
ATM IVS62+60G>A
GG+GA 48 90,6 35 79,5 0,124 52 86,7 36 92,3 0,235
AA 5 9,4 9 205 7 11,7 2 51
N&o avaliado 0 00 0 00 1 17 1 26
ATM Asp1853Asn
Asp/Asp 44 83,0 38 864 0,459 44 73,3 30 76,9 0,725
Asp/Asn+Asn/Asn 9 170 5 114 14 233 8 205
Nao avaliado 0 0,0 1 2,3 2 3,3 1 2,6
Total 53 54,6 44 454 60 606 39 394

p: valor de significancia, p<0,05; *: valores significativos.

Contudo, o polimorfismo TP53 Arg72Pro apresentou significancia estatistica nos

casos de oral, orofaringe néo irradiados (p=0,028). A presenca do homozigoto Pro72
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foi mais frequente nos casos em que foram & Obito (66,7%) do que nos casos em
gue os pacientes ndo morreram (43,3%). A analise multivariada mostrou que a
homozigose Pro72 aumenta em mais de duas vezes o risco do paciente ir a obito,
em relacdo aos casos ndo homozigotos para Pro72 (OR=2,65; Cl=1,05-6,65; Tabela
14).

Tabela 14. Anélise multivariada do estadio e dos polimorfismos TP53 Arg72Pro, TGFB -509C>T
e ATM IVS62+60G>A em pacientes diagnosticados com CE oral e de orofaringe, submetidos ou
ndo aradioterapia e relacionando com o 6bito.

OBITO

o Oral, Orofaringe

Variaveis
Irradiados N&o irradiados
OR (95% CI) p OR (95% CI) p

Estadio

[, 1l 1 1

1 undefined 2,15 (0,69-6,69) 0,186

\Y, undefined 5,83 (2,00-16,99) 0,001*
TP53 Arg72Pro

Arg/Arg+Arg/Pro - - 1

Pro/Pro — — 2,65 (1,05-6,65) 0,038*
TGFb -509C>T

CcC 1 — —

CT+TT 2,15 (0,90-5,17) 0,086 — —
ATM IVS62+60G>A — —

GG+GA 1 - -

AA 1,85 (0,55-6,28) 0,322 — —

p: valor de significAncia, p<0,05; OR: odds ratio; Cl: Intervalo de confianga;
*: valores significativos.

Nos casos de tumores de laringe irradiados (ver tabela 15), os polimorfismos BCL2 -
938C>A (p=0,079), TP53 Arg72Pro (p=0,315), TGFB -509C>T (p=0,950), ATM
IVS62+60G>A (p=0,213) e ATM Aspl1853Asn (p=0,600) ndo apresentaram relacéo
significativa para a ocorréncia de obito. Contudo, o polimorfismo TGFB Prol0Leu foi
significantemente associado com o 6bito dos casos de laringe irradiados (p=0,033).
A presenca de pelo menos um alelo LeulO foi mais frequente nos casos em que néo
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ocorreu o Obito (89,7%), do que nos casos em que os individuos foram a Obito
(63,2%). Esse resultado foi confirmado pela analise multivariada, que apontou que a
presenca do alelo Leul0 diminui em aproximadamente 5 vezes o risco de morte, em
relacdo a auséncia do alelo Leu10 (OR=0,18; CI=0,04-0,86; tabela 16).

Tabela 15. Polimorfismos associados com o 6bito e o tratamento radioterdpico em pacientes
diagnosticados com CE de laringe.

LARINGE
Casos irradiados Casos nao irradiados
Polimorfismos Obito Obito
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
BCL2 -938C>A
cC g 276 10 52,6 0,079 12 414 5 27,8 0,345
CA+AA 21 724 g9 474 17 586 13 722
N&ao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg+Arg/Pro 18 62,1 9 47,4 0,315 12 414 9 50,0 0,563
Pro/Pro 11 379 10 526 17 586 9 50,0
N&ao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TGFb Prol0Leu
Pro/Pro 3 103 7 36,8 0,033* 6 20,7 5 278 0,622
Pro/Leu+Leu/Leu 26 897 12 632 22 759 13 7272
N&o avaliado 6 00 O 00 1 34 0 00
TGFb -509C>T
CC 14 483 o 47,4 0,95 13 44,8 2 11,1 0,012*
CT+TT 15 51,7 10 526 15 5.7 16 889
N&o avaliado 6 00 O 00 1 34 0 00
ATM IVS62+60G>A
GG+GA 22 759 17 895 0,213 23 793 14 77,8 0,588
AA 7 241 2 105 6 20,7 4 222
N&ao avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ATM Asp1853Asn
Asp/Asp 24 828 16 84,2 0,600 23 793 16 88,9 0,429
Asp/Asn+Asn/Asn 4 138 3 158 5 172 2 111
N&o avaliado 1 3,4 0 0,0 1 34 0 0,0
Total 29 604 19 39,6 29 61,7 18 38,3

p: valor de significancia, p<0,05; *: valores significativos.
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Nos casos néo irradiados de laringe (tabela 15), o polimorfismo do gene TGFf -
509C>T apresentou relacdo significativa com o oObito (p=0,012). Nesse caso, a
presenca de pelo menos um alelo T foi mais frequente nos casos em que ocorreu 0
Obito (88,9%) do que nos casos em que isso ndo aconteceu (51,7%). A andlise
multivariada mostra que a presenca de ao menos um alelo T aumenta em 9 vezes o
risco de Obito, em relacdo a auséncia deste mesmo alelo (OR=9,11; CI=1,51-27,91;
tabela 16). A mesma relacdo nao foi significativa para os polimorfismos BCL2 -
938C>A (p=0,345), TP53 Arg72Pro (p=0,563), TGFB ProlOLeu (p=0,622), ATM
IVS62+60G>A (p=0,588) e ATM Asp1853Asn (p = 0,429).

Tabela 16. Analise multivariada do estadio e dos polimorfismos BCL2 -938C>A, TGFB -509C>T
e TGFB Pro10Leu em pacientes diagnosticados com CE de laringe, submetidos ou nédo a
radioterapia e relacionando com o 6bito.

OBITO
o Laringe
Variaveis
Irradiados N&o irradiados
OR (95% CI) p OR (95% CI) p
Estadio
[ 1 1
1] 0,54 (0,03-9,41) 0,671 1,12 (0,21-5,94) 0,890
\Y, 0,66 (0,07-6,20) 0,717 5,27 (1,00-27,91) 0,050*
BCL2 -938C>A
CcC 1 — -
CA+AA 0,33 (0,08-1,26) 0,105 — —
TGFb -509C>T
CcC - - 1
CT+TT — — 9,11 (1,51-54,93) 0,016*
TGFb Prol0Leu
Pro/Pro 1 — -

Pro/Leu+Leu/Leu 0,18 (0,04-0,86) 0,032* — -

p: valor de significAncia, p<0,05; OR: odds ratio; ClI: Intervalo de confianca;
*: valores significativos.
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4.6 Relacéo dos polimorfismos com a sobrevida

4.6.1 Sobrevida livre de doenca local

A sobrevida livre de doenca local dos pacientes com CE oral+orofaringe irradiados
nao foi significantemente relacionada com os polimorfismos BCL2 -938C>A
(p=0,114), TP53 Arg72Pro (p=0,751), TGFB ProlOLeu (p=0,978), TGFB -509C>T
(p=0,221), ATM IVS62+60G>A (p=0,140) e ATM Asp1853Asn (p=0,808).

Igualmente, os casos nao irradiados com tumores de cavidade oral e orofaringe nao
tiveram a sua sobrevida livre de doenca local relacionada com os polimorfismos
BCL2 -938C>A (p=0,582), TP53 Arg72Pro (p=0,226), TGFB ProlOLeu (p=0,377),
TGFB -509C>T (p=0,956), ATM IVS62+60G>A (p=0,493) e ATM Aspl853Asn
(p=0,567).

A sobrevida livre de doenca local dos casos com cancer de laringe irradiados néo
mostrou relagdo com os polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,486), TP53 Arg72Pro
(p=0,214), TGFB -509C>T (p=0,684), ATM IVS62+60G>A (p=0,550) e ATM
Asp1853Asn (p=0,206).

No entanto, o polimorfismo TGFB Pro10Leu apresentou significancia estatistica nos
casos de tumores de laringe irradiados em relacédo a sobrevida livre de doenca local
(p<0,001). Segundo a figura 6, nos primeiros 12 meses, aproximadamente 40% dos
individuos homozigotos Prol0 apresentaram a recidiva da doenca local, enquanto
menos de 5% dos individuos sem a mesma homozigose recidivaram no mesmo
periodo. A analise multivariada aponta que a homozigose Prol0 aumenta o risco de
precocidade da recidiva local em mais de 7 vezes, quando comparada com a
auséncia desta homozigose (HR=0,13; CI=0,03-0,59; tabela 17).
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Figura 6. Sobrevida livre de doenca local de pacientes com CE de laringe, submetidos a
radioterapia (n=8), associada com o polimorfismo TGFB Prol0Leu (p<0,001).

Na andlise dos graficos de sobrevida livre de doenca local em tumores nao
irradiados de laringe, nao foi encontrada significancia para os polimorfismos BCL2 -
938C>A (p=0,398), TP53 Arg72Pro (p=0,086), TGFB ProlOLeu (p=0,592), TGFpB -
509C>T (p=0,634), ATM IVS62+60G>A (p=0,465) e ATM Asp1853Asn (p=0,648).
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Tabela 17. Analise multivariada das margens cirdrgicas e dos polimorfismos TP53 Arg72Pro e
TGFB Pro10Leu em pacientes diagnosticados com CE de laringe, submetidos ou nao a
radioterapia e relacionando com a sobrevida livre de doenca local.

LIVRE DE DOENCA LOCAL

Laringe
Variaveis Irradiados Né&o irradiados
HR (95% CI) HRé%S%

Margens cirargicas

Negativa 1 1

Positiva 1,35 (0,25-7,20) 0,729
TP53 Arg72Pro

Arg/Arg+Arg/Pro — —

Pro/Pro — —
TGFb Prol0OLeu

Pro/Pro 1 — —

Pro/Leu+Leu/Leu 0,13 (0,03-0,59) 0,008* — —

p: valor de significAncia, p<0,05; HR: hazard ratio; CI: Intervalo de confianca;
*: valor significativo.

4.6.2 Sobrevida doenca especifica

As curvas de sobrevida doenca especifica de casos irradiados de cavidade oral e
orofaringe ndo apresentaram significancia para os polimorfismos TP53 Arg72Pro
(p=0,741), TGFB ProlOLeu (p=0,687), ATM IVS62+60G>A (p=0,320) e ATM
Asp1853Asn (p=0,745). Contudo, os polimorfismos BCL2 -938C>A e TGFf -509C>T
foram significantemente relacionados com a sobrevida doenca especifica, em casos

irradiados de oral, orofaringe (p=0,048 e p=0,004, respectivamente).

Segundo a figura 7, referente a curva de sobrevida doenca especifica do BCL2 -
938C>A em pacientes irradiados com tumores de cavidade oral+orofaringe,
percebe-se que em um periodo de 25 meses, 55% dos pacientes que nao possuiam

o alelo A morreram, enquanto no mesmo periodo, esse percentual foi de 25% em
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pacientes que possuiam esse mesmo alelo. A andlise multivariada mostrou que a
auséncia do alelo A aumenta em 2 vezes o risco de Obito precoce pelo céancer,
guando comparada com a presenca de pelo menos um alelo A (HR=0,46; CI=0,24-
0,90; tabela 18).

Para o polimorfismo TGFB -509C>T, 40% dos individuos portadores de pelo menos
um alelo T morreram em decorréncia da doenca nos primeiros 20 meses de
acompanhamento, enquanto neste mesmo periodo, 85% das pessoas hao
portadoras do alelo T sobreviveram (figura 8). A andlise multivariada mostrou que a
presenca do alelo T aumenta em mais de 2 vezes a precocidade da morte pelo

cancer, em relacéo a auséncia desse alelo (HR=2,20; Cl=1,12-4,29; tabela 18).
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Figura 7. Sobrevida doenca especifica de pacientes com CE oral e de orofaringe, submetidos a
radioterapia (n=43), associada com o polimorfismo BCL2 -938C>A (p=0,048).
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Figura 8. Sobrevida doenca especifica de pacientes com CE oral e de orofaringe, submetidos a
radioterapia (n=44), associada com o polimorfismo TGF@ -509C>T (p=0,004).

Com relacdo a sobrevida doenca especifica dos pacientes com tumores nao
irradiados de cavidade oral e orofaringe, ndo houve relacédo significante para os
polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,371), TP53 Arg72Pro (p=0,374), TGF Prol0OLeu
(p=0,262), TGFB -509C>T (p=0,453), ATM IVS62+60G>A (p=0,112) e ATM
Asp1853Asn (p=0,398).
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Tabela 18. Analise multivariada do estadio e dos polimorfismos BCL2 -938C>A, TGFB -509C>T
e ATM IVS62+60G>A em pacientes diagnosticados com CE oral e de orofaringe, submetidos ou
nédo aradioterapia e relacionando com a sobrevida doenca especifica.

DOENCA ESPECIFICA
Oral, Orofaringe

Variaveis
Irradiados N&o irradiados
HR (95% ClI) p HR (95% ClI) p

Estadio

Il 1 1

1 undefined 1,73 (0,72-4,19) 0,222

v undefined 6,04 (2,87-12,74) < 0,001*
BCL2 -938C>A

CcC 1 — - —

CA+AA 0,46 (0,24-0,90) 0,024* — —
TGFb -509C>T

CcC 1 - —

CT+TT 2,20 (1,12-4,29) 0,022* — —
ATM IVS62+60G>A

GG+GA — — 1

AA — — 0,43 (0,10-1,78) 0,243

p: valor de significancia, p<0,05; HR: hazard ratio; Cl: Intervalo de confianga;
*: valores significativos.

Nos pacientes com tumores de laringe irradiados, a sobrevida doenca especifica ndo
apresentou relacdo significante para os polimorfismos TP53 Arg72Pro (p=0,573),
TGFB -509C>T (p=0,695), ATM IVS62+60G>A (p=0,551) e ATM Aspl1853Asn
(p=0,868). No entanto, houve relagdo com os polimorfismos BCL2 -938C>A e TGFf3
ProlOLeu (respectivamente, p=0,013 e p=0,003). Segundo a figura 9, referente a
sobrevida doenca especifica dos casos irradiados de laringe do BCL2 -938C>A,
percebe-se que 35% dos pacientes ndo portadores do alelo A morreram como
consequéncia do cancer em um periodo de 20 meses, enquanto que somente 10%
dos pacientes portadores do alelo A morreram nesse mesmo periodo. A analise
multivariada mostrou que a presenca de pelo menos um alelo A diminui em
aproximadamente 3 vezes a precocidade da morte em decorréncia da doenca em

questdo, em relacdo a auséncia desse alelo (HR=0,32; CI=0,12-0,83; tabela 19).
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Segundo a figura 10, referente a sobrevida doenga especifica do polimorfismo TGFf3
ProlOLeu nos casos com tumor de laringe irradiado, nos primeiros 12 meses de
acompanhamento, 50% dos individuos ndo portadores do alelo Leul0 morreram em
decorréncia da doenca, enquanto que nesse mesmo periodo, cerca de 5% dos
pacientes portadores de pelo menos um alelo Leul0 morreram. A analise
multivariada mostrou que a presenca do alelo Leul0 diminui em 5 vezes o risco de
precocidade de morte, em relacdo a auséncia desse mesmo alelo em tumores de
laringe irradiados (HR=0,21; CI=0,07-0,60; tabela 19).
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Figura 9. Sobrevida doenca especifica de pacientes com CE de laringe, submetidos a
radioterapia (n=19), associada com o polimorfismo BCL2 -938C>A (p=0,013).
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Tabela 19. Andlise multivariada do estadio e dos polimorfismos, BCL2 -938C>A, TGFB -509C>T
e TGFB Pro10Leu em pacientes diagnosticados com CE de laringe, submetidos ou nédo a
radioterapia e relacionando com a sobrevida doenca especifica.

DOENGA ESPECIFICA

Variaveis Laringe
Irradiados N&o irradiados
HR (95% CI) p HR (95% CI) p

Estadio

(1l 1 1

1] 0,51 (0,07-3,66) 0,502 1,67 (0,44-6,32) 0,449

v 0,42 (0,09-2,04) 0,283 5,31 (1,69-16,74) 0,004*
BCL2 -938C>A

CcC 1 — -

CA+AA 0,32 (0,12-0,83) 0,019* — -
TGFb -509C>T

CcC — — 1

CT+TT — — 3,89 (0,89-17,05) 0,072
TGFb Prol0Leu

Pro/Pro 1 — —

Pro/Leu+Leu/Leu 0,21 (0,07-0,60) 0,003* — —

p: valor de significancia, p<0,05; HR: hazard ratio; ClI: Intervalo de confianga;

*: valores significativos.

Em relacdo a sobrevida doenca especifica dos casos de tumores néo irradiados de
laringe, os polimorfismos BCL2 -938C>A (p=0,284), TP53 Arg72Pro (p=0,567),
TGFB ProlOLeu (p=0,816), ATM IVS62+60G>A (p=0,663) e ATM Aspl853Asn

(p=0,489) ndo apresentaram associacdo significante. Contudo, apesar de nao

significante na margem de erro estipulada pelo estudo, o polimorfismo TGFf -

509C>T apresentou uma tendéncia a significancia (p=0,056). Porém, a analise

multivariada nao confirmou a presenca do alelo T como fator independente

relacionado com a precocidade do 6bito destes pacientes (OR=3,89; 1C=0,89-17,05;

tabela 19).
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Figura 10. Sobrevida doenca especifica de pacientes com CE de laringe, submetidos a
radioterapia (n=19), associada com o polimorfismo TGF@ Pro10Leu (p=0,003).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho analisamos a relacdo entre seis polimorfismos com a resposta
prognostica dos pacientes, analisando por sitio anatdmico e modalidade terapéutica.
Dos seis polimorfismos analisados, somente o polimorfismo ATM Asp1853Asn
(rs1801516) ndo apresentou relacdo significativa para nenhuma das variaveis

analisadas.

Esse resultado pode indicar que realmente esse polimorfismo néo esta relacionado
com o prognéstico dos pacientes em relacdo a radioterapia. Porém, esse resultado
pode ndo ser conclusivo devido a frequéncia muito discrepante apresentada entre 0s
trés gendtipos, sendo que somente dois casos do gendtipo Asp/Asp foram
registrados e 52 casos do heterozigoto Asp/Asn, totalizando apenas 17,3% de
pacientes portadores de ao menos um alelo Asp. Essas frequéncias sao opostas as
encontradas por Zschenker et al (2010) na populacdo alema, em que 97% dos
individuos analisados portavam ao menos um alelo Asp. Zou et al (2014) também
nao conseguiu chegar a uma conclusédo definitiva sobre a atuacdo do polimorfismo
ATM Aspl853Asn na radiossensibilidade devido a baixa frequéncia dos alelos

variantes.

Dessa forma, a proporcdo genotipica apresentada pelo polimorfismo ATM
Aspl853Asn talvez ndo permitiu que uma possivel relacdo de significancia tivesse
sido registrada, como ocorrida no trabalho de Alsbeih e colaboradores (2007), onde
a presenca do alelo ATM 1853Asn aumenta a radiossensibilidade nos pacientes com
cancer. Por outro lado, Zschenker et al (2010) registraram que a presenca do alelo
ATM 1853Asn reduz o risco de fibrose em pacientes com cancer de mama. Porém,
similarmente aos nossos dados, o trabalho de Andreassen et al (2005) mostrou que
o0 polimorfismo ATM Asp1853Asn nao possui associacdo com o risco de fibrose

subcuténea induzida por radiagdo em pacientes com cancer de mama.

A frequéncia genotipica apresentada pelo polimorfismo ATM [IVS62+60G>A
(rs664143) foi de 37,6% de homozigotos GG, 46,6% de heterozigotos e 15,1% de
individuos AA. Frequéncias semelhantes foram encontradas em pacientes norte-

americanos com cancer de mama, em que 35,8% dos pacientes eram GG, 44,9%
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GA e 19,3% de AA (TAMIMI et al, 2004). Diferentemente, Lee et al (2005) encontrou
uma frequéncia genotipica diferente em pacientes coreanos com cancer de mama
(18,6% GG, 52,2% GA e 29,1% AA).

O polimorfismo rs664143 apresentou significancia em relacédo a recidiva local nos
casos de tumores irradiados de cavidade oral e orofaringe, sendo que a presenca da
homozigose do alelo A aumenta em mais de 4 vezes a ocorréncia de recidiva,

guando comparada com a presenca de pelo menos um alelo G.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Lee et al (2005), que
encontrou um aumento no risco de cancer de mama em pacientes portadores dos
genadtipos 1IVS62+60 GA ou AA. Shen et al (2012), em sua meta-analise sobre a
associacao entre polimorfismos no gene ATM e o risco de cancer, encontrou que 0
polimorfismo rs664143 esta associado com a suscetibilidade ao céancer, e

especialmente ao aumento do risco de desenvolvimento de cancer de pulmao.

Ao contrario dos nossos resultados, no trabalho de Browning IV et al (2006) néao foi
encontrada associacao entre o polimorfismo ATM IVS62+60G>A e o progndstico,
sobrevida livre de doenca e agressividade da doengca em pacientes com cancer de

prostata.

O polimorfismo 1IVS62+60G>A esté localizado no intron 62 do gene ATM, em um
sitio de ligacédo de proteinas (KIM et al, 2006). A alteracdo de bases G para A pode
modificar o sitio de ligacdo das proteinas responsaveis pelo splicing e
consequentemente, podem levar a um splicing impreciso (KIM et al, 2006). Dessa
forma, o padrdo de splicing dos éxons 61 e 62 adjacentes a esse polimorfismo pode
estar modificado, alterando os niveis dos seus transcritos e, consequentemente, da
proteina ATM.

Estudos indicam que a perda de funcdo e/ou a expressdo aberrante da proteina
ATM pode ser a chave para os efeitos colaterais induzidos pela radiagéo, incluindo
pneumonia, fibrose subcutdanea e radiossenssibilidade (ZHANG et al, 2010).
Também é conhecido que alguns polimorfismos podem induzir a baixa expressao do
gene ATM ou levar a desestabilizacdo da proteina ATM e, consequentemente,
aumentar a radiossenssibilidade, estando localizados nas regides promotoras,

codificadoras ou intrénicas (KIM et al, 2006).
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A proteina ATM é uma serina-treonina quinase que fosforila muitos substratos
importantes envolvidos no reparo de danos induzidos por radiacdo na dupla fita de
DNA, controle dos pontos de checagem do ciclo celular, respostas ao estresse
oxidativo e radiossensibilidade (BAKKENIST; KASTAN, 2003). Logo, associacoes
entre as variantes do gene ATM e o risco de desenvolvimento de efeitos de
radiossensibilidade sdo biologicamente plausiveis, ja que esse gene atua

pontualmente respondendo a este tipo de agressao celular (ZHANG et al, 2010).

Em 2010, Fang et al propuseram, a partir dos resultados obtidos, um limiar de 55%
de expressdo da proteina ATM como alto risco de radiossensibilidade clinica em
pacientes com cancer de mama. Podemos supor, entdo, que pacientes com menor
expressdo da proteina ATM apresentam o0s maiores efeitos adversos da
radioterapia. 1sso ocorre pois esse gene é responsavel por detectar os danos
provocados no DNA pela radiagdo. Logo, pacientes com menor expressdo de ATM
apresentardo um sistema de reparo de DNA menos eficiente, que nao sinaliza as
células danificadas para a apoptose e, consequentemente, permite que elas

continuem a se multiplicar.

Podemos supor, de acordo com 0s nossos resultados e com as informacdes obtidas
a partir da literatura, que a presenca do alelo A altera o padrdo de splicing, e
consequentemente modifica a expressao da proteina ATM, reduzindo seus niveis.
Dessa forma, os baixos niveis da proteina ATM podem levar a um acumulo de

células danificadas, aumentando o risco de ocorréncia da recidiva local.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo TP53 Arg72Pro (rs1042522)
encontradas nesse estudo (45% Arg/Arg, 41,8% Arg/Pro e 12,9% Pro/Pro) séo
semelhantes as encontradas no estudo de Li et al (2010) realizado nos EUA, em que
51,7% dos individuos eram Arg/Arg, 38,5% Arg/Pro e 9,8% Pro/Pro. Diferentemente,
Yang et al (2011) em um estudo na China, encontrou uma frequéncia de 30,4% de

individuos Arg/Arg, 49,6% Arg/Pro e 21% de individuos homozigotos Pro/Pro.

Em relagdo as analises progndsticas, o polimorfismo rs1042522 apresentou relagéo
estatisticamente significativa com a ocorréncia de 6bito em pacientes com tumores

nao irradiados de cavidade oral e orofaringe. A analise multivariada mostrou que a
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homozigose Pro72 aumenta em mais de duas vezes o risco de morte, em relacdo

aos casos ndo homozigotos para Pro72.

Na mesma linha dos nossos resultados, Li et al (2010) mostrou que o alelo Pro72
esta significativamente associado com a reducédo da sobrevivéncia livre de doenca
relacionado com um segundo tumor primario em CECP, em relacdo a pacientes que
possuiam o alelo Arg72. Da mesma forma, Kuroda et al (2007) descobriu que
pacientes homozigotos para o alelo Pro72 tem uma pior sobrevida pés-tratamento
do que pacientes que possuem ao menos um alelo Arg72. O alelo Pro72 também
aumenta o risco de cancer oral e piora 0 progndstico. A homozigose Pro72 também
foi associada como um fator de risco para o desenvolvimento de cancer mais
agressivo e invasivo em cancer colorretal, bexiga e pulmdo (LUNG et al, 2004;
CHEN et al, 2000; DAHABREH et al, 2013; LIN et al, 2013). Em relacdo ao
tratamento radioterapico, Alsbeih et al, 2007 também n&o encontrou relagéo
significativa entre esse polimorfismo e a radiossensibilidade em fibroblastos

cultivados in vitro.

Contrariamente aos nossos resultados, Bonafé et al (2003) encontrou que o alelo
Arg72 reduz a sobrevida livre de doenca e sobrevida global em pacientes com
cancer de mama, em relacdo ao alelo Pro72. Em relacdo a associacdo com a
radioterapia, Tan et al (2006) registrou uma diminui¢cdo do risco de toxicidade aguda
de pele depois da radioterapia em pacientes com cancer de mama que portavam o
alelo 72Pro. Em céncer de pulmdo, Yang et al (2011) também mostrou que o
genadtipo Arg/Arg esta relacionado a um aumento no risco de desenvolvimento de
pneumonia induzida por radiagdo quando comparado com o genotipo Pro/Pro. Essa
tendéncia também foi observada em cancer de bexiga e em CECP (SOULITZIS et
al, 2002; BERGAMASCHI et al, 2003).

A proteina p53 é fosforilada e ativada pela proteina ATM, levando a ativacao
trascricional, repressdo de multiplos genes, parada do ciclo celular para permitir o
reparo do DNA e apoptose (BANIN et al, 1998; EL-DEIRY, 2003; VOGELSTEIN;
LANE; LEVINE et al, 2000). A regulacdo desses processos pela p53 controla a
resposta celular aos danos induzidos por radiacdo (YANG et al, 2011). Em adicéo, a
p53 também regula diretamente a expressao e ativacdo de algumas citocinas, como
a interleucina-6 e o TGFB, que estdo envolvidas em processos inflamatdrios
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induzidos pela radiacdo (YANG et al, 2011). Portanto, a fung¢éo aberrante da p53 é
esperada como sendo um dos eventos essenciais nas patogenias induzidas por

radiacao.

O polimorfismo rs1042522, presente no éxon 4 do gene TP53, é caracterizado pela
mudanca de G>C no cédon 72, que resulta na substituicdo de aminoacidos Arg>Pro.
Esse codon 72 esta localizado dentro de uma regido rica em prolina, essencial para
a apoptose dependente de p53 (SCHNEIDER-STOCK et al, 2004), e uma
substituicdo variante de aminoacidos pode afetar a estrutura do dominio de ligacéo
SH3 (ALSBEIH et al, 2007).

Com relacéo a funcéo da p53 modificada pelo presente polimorfismo, demonstrou-se
que o genétipo Arg/Arg induz a apoptose com mais rapidez e suprime a
transformacao mais eficientemente que o genoétipo Pro/Pro (BERGAMASCHI et al,
2006). Entretanto, o gendtipo Pro/Pro possui uma capacidade significativamente alta
de parada do ciclo celular e de reparo de DNA do que o gendtipo Arg/Arg (PIM;
BANKS, 2004; SIDDIQUE; SABAPATHY, 2006).

Dessa forma, supomos que os resultados obtidos no presente estudo ocorreram pois
a variante Pro72 leve a producdo de uma proteina menos eficiente no
encaminhamento das células para a apoptose, levando a um acumulo de células
cancerigenas e consequentemente diminuindo a sobrevida desses pacientes e

tendo com resultado final a ocorréncia mais frequente de ébito.

A familia de proteinas de membrana mitocondrial BCL2 desempenha um papel
central no controle das vias apoptéticas, na regulacdo dos processos de morte
celular e nos mecanismos de sobrevivéncia celular através da alteracdo da
permeabilidade da membrana mitocondrial e do controle da liberagdo do citocromo ¢
(BEVERLY, 2012). Essa familia contém proteinas antiapoptéticas, como BCL2 e
BCL-XL, e proteinas pré-apoptéticas, como BAX ou BAK, que atuam em tecidos
normais e nas células cancerosas (HIRATA et al, 2009).

O gene BCL2, localizado no cromossomo 18g21.3, consiste de trés éxons e dois
promotores (P1 e P2). O polimorfismo BCL2 -938C>A (rs2279115) esté localizado
no promotor P2, cuja agao inibe o promotor P1 do gene BCL2 (PARK et al, 2004). O

alelo C, em comparacdao com o alelo A, aumenta significativamente a atividade de
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P2, inibindo o promotor P1 e, consequentemente, diminuindo a expressédo de BCL2

e a ligacdo de proteinas nucleares (NUCKEL et al, 2007).

O polimorfismo BCL2 -938C>A (rs2279115) no presente estudo apresentou uma
frequéncia de 34,7% de individuos homozigotos CC, 42,1% de individuos CA e
22,5% de individuos AA. No estudo de pacientes alemaes com CE de orofaringe,
Lehnerdt et al (2009) também encontrou os heterozigotos CA como mais frequentes
(44,3%), mas os homozigotos apresentaram frequéncias préximas (28,6% CC e
27,1% AA). As proporcdes entre os homozigotos alteram-se em um estudo com
individuos alemdes com cancer de mama, em que o homozigoto AA foi mais
frequente do que o CC (27,7% AA e 21,2% CC), enquanto o heterozigoto CA
continua sendo mais frequente com 51,1% (BACHMANN et al, 2007).

O polimorfismo rs2279115 apresentou significAncia estatistica nas andlises das
sobrevidas doenca especifica em pacientes com tumores irradiados de cavidade
oral+orofaringe e também de laringe. Na anélise de sobrevida dos casos irradiados
de cavidade oral e orofaringe, a auséncia do alelo A aumenta em 2 vezes o risco de
Obito precoce pelo cancer, quando comparada com a presenca de pelo menos um
alelo A. Ja na andlise de sobrevida em tumores irradiados de laringe, a presenca do
alelo A diminui em aproximadamente 3 vezes a precocidade da morte em

decorréncia da doenca, em relacdo a auséncia desse alelo.

Dessa forma, independentemente do sitio anatbmico analisado, pacientes
portadores da homozigose -938CC morreram mais rapidamente do que os

individuos que nédo portavam essa homozigose quando tratados com radioterapia.

Trabalhos que associem o prognostico com a modalidade terapéutica e determinado
polimorfismo s&o escassos na literatura. Assim, aqui tentamos comparar resultados
da literatura que possuam alguma semelhanca em relacdo ao progndéstico ou a

resposta radioterapica.

Resultados semelhantes aos nossos, associando o polimorfismo rs2279115 ao
prognéstico, foram encontrados no estudo de Lehnerdt et al (2009), que analisou
pacientes com carcinoma epidermoide de orofaringe. Nesse trabalho, o alelo -
938CC foi associado com um aumento de risco de ocorréncia de recidiva e de 0Obito

em relacdo aos pacientes portadores do alelo -938A. Esses resultados tambéem
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foram encontrados em um estudo anterior (BACHMANN et al, 2007), em que a
analise de sobrevida mostrou uma associacéo significante do genotipo AA com o
aumento da sobrevida em pacientes com cancer de mama, além de mostrar que o
alelo A aumenta a expressdo da proteina BCL2. Essa tendéncia também foi
demonstrada em céancer de rim (HIRATA et al, 2009).

No trabalho de Searle et al (2012) ndo foi encontrada associagdo entre o
polimorfismo BCL2 -938C>A e a sobrevida dos pacientes com cancer de mama, no
entanto, foi encontrada uma associacdo entre a alta expressdo de BCL2 com o
aumento da sobrevida. Também néo foi encontrada associacdo entre a sobrevida

em pacientes com cancer de pulméo e o polimorfismo rs2279115 (XU et al, 2013).

Ao contrario dos nossos resultados, Nickel et al (2007) mostrou que a presenca do
homozigoto -938AA esté relacionado a uma maior agressividade da doenca e a uma
pior sobrevida em pacientes com leucemia linfocitica crénica. Da mesma forma,
Bachmann et al (2011), analisando pacientes com cancer de prostata, mostrou que o
gendtipo -938AA esta relacionado a uma pior sobrevida livre de doenca e a uma pior
sobrevida global. Essa tendéncia também foi observada em cancer de pulméo (LEE
et al, 2013).

Era esperado que, por ser uma proteina antiapoptética, a alta expressdo de BCL2
estivesse relacionada com uma pior sobrevida dos pacientes submetidos a
radioterapia, ja que teoricamente as células danificadas ndo seriam facilmente
encaminhadas para a apoptose (LEE et al, 2013). Porém, no presente estudo foi
encontrado que pacientes portadores de ao menos um alelo -938A, cuja atuacgéo
aumenta os niveis da proteina BCL2, apresentaram uma melhor sobrevida doenca
especifica. Esse resultado também é encontrado em tumores de mama, orofaringe e
rim. Porém, em cancer de préstata e na leucemia linfocitica crdnica, os resultados

Sao inversos.

Essa aparente contradicdo pode ser explicada pela atuacdo ambigua do gene BCL2
na tumorigénese, ja que seu efeito primario € oncogénico, enquanto o efeito tardio é
supressor tumoral (BACHMANN et al, 2011). Isso pode explicar porque o
prognoéstico dos pacientes em relacdo a expressao da proteina BCL2, que pode

reduzir a apoptose e a proliferacdo, varia de acordo com o tipo tumoral.
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Também podemos supor que, por esse gene pertencer a uma familia com atuacgfes
em diversas vias de homeostase celular, a proteina BCL2 pode atuar em interacao
com varias outras proteinas, tendo como resultado final o aumento ou diminuicdo da
apoptose. Dessa forma, podemos também supor com base nos nossos resultados e
com a bibliografia pesquisada, que para o carcinoma epidermdide de cavidade oral,
orofaringe e laringe, a alta expressdo do gene BCL2 esta relacionada com uma
melhor eliminacdo das células tumorais danificadas pelo tratamento radioterapico, e

consequentemente, com uma melhor sobrevida para esses pacientes.

O gene TGFB é um fator de crescimento multifuncional que regula a proliferacédo
celular, diferenciacdo tecidual, desenvolvimento embrionario, angiogénese,
inflamacao, cicatrizacdo e fibrose (ZOU et al, 2014; BLOBE; SCHIEMANN; LODISH,
2000). A proteina TGFB, codificada pelo gene citado acima, € uma citocina
produzida primariamente pelas células endoteliais, hematopoiéticas e de tecidos
conectivos, mas virtualmente, todas as células humanas possuem receptores para
essa proteina (PETERS et al, 2008; BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000).

Além disso, ela tem sido apresentada como um mediador chave da fibrogénese em
varias condicBes patoldgicas, incluindo reacfes teciduais apdés o tratamento
radioterapico (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000; FINKELSTEIN et al,1994). A
radiacdo ionizante ativa indiretamente a proteina TGFB pelas células endoteliais
danificadas e pela alteragcdo da homeostase das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (BENTZEN et al, 2006).

Em uma situacdo de exposicdo a radiagdo, os tecidos entram em um ciclo
envolvendo hipdxia, angiogénese, morte celular, proliferacdo e infiltracdo de
macréfagos (DE RUYCK et al, 2006). Em udltima analise, esta espiral leva a
substituicdo total do tecido por colageno, deixando alguns elementos celulares
(ANSCHER et al, 2005).

Em células irradiadas, TGFB é uma proteina chave associada com proliferacdo e
diferenciacdo, além de recrutar células inflamatorias e ativar fibroblastos para
producdo da matriz extracelular e deposicdo de proteinas na matriz extracelular
(FINKELSTEIN et al, 1994; PETERS et al, 2008). Disfuncbes dessa proteina tem



73

sido observadas em fibrose de rim, figado e pulméo, além de hipertensdo (BLOBE;
SCHIEMANN; LODISH, 2000).

As frequéncias genotipicas apresentadas neste estudo pelo polimorfismo TGFf
ProlOLeu (rs1800470) foram de 18,3% de homozigotos Pro/Pro, 54,3% de
heterozigotos e 25,4% de homozigotos Leu/Leu. Frequéncia semelhante foi
encontrada no estudo de Peters et al (2008), em que 16% dos individuos eram
Pro/Pro, 50% eram heterozigotos e 34% eram homozigotos Leu/Leu. No estudo de
Alsbeih et al (2007), entretanto, as frequéncias encontradas foram diferentes, ja que
54% dos individuos eram Leu/Leu e os homozigotos Pro/Pro e heterozigotos

apresentaram a mesma frequéncia (23%).

Ja as frequéncias genotipicas apresentadas pelo polimorfismo TGFB -509C>T
(rs1800469) foram de 40,8% de homozigotos CC, 44,4% de heterozigotos e 13,8%
de homozigotos TT. Em um estudo realizado na Italia, em pacientes com cancer de
mama (TERRAZZINO et al, 2012), as frequéncias encontradas foram semelhantes
as apresentadas aqui (43,3% de homozigotos CC, 46,2% de heterozigotos e 10,1%
de homozigotos TT). Frequéncias diferentes foram encontradas no estudo de Zou et
al (2014), em pacientes chineses com céancer de nasofaringe, em que 17,4% dos
individuos eram homozigotos CC, 49,5% eram heterozigotos e 33% eram pacientes

homozigotos TT.

O polimorfismo rs1800470 foi associado significativamente com a recidiva local,
Obito e as sobrevidas, livre de doenca local e doenca especifica, nos casos de CE

de laringe submetidos ao tratamento radioterapico.

A andlise multivariada mostrou que a presenca de pelo menos um alelo LeulO
diminui o risco de recidiva local em 10 vezes em relagdo a presenga da homozigose
Prol0 nos tumores de laringe irradiados. Para a andlise de oObito, a presenca do
alelo Leul0 foi associado com uma diminuicdo em aproximadamente 5 vezes o risco
de morte, em relacdo a auséncia do alelo Leul0. Nas analises de sobrevida, foi
encontrado que o alelo Leul0 diminui em mais de 7 vezes o risco de precocidade da
recidiva local e diminui em 5 vezes o risco de precocidade de morte em relagéo a
auséncia desse alelo. Dessa forma, podemos dizer que o alelo LeulO foi associado

como um fator protetor em todas as analises e, consequentemente, o alelo Prol0
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pode ser considerado um fator independente de pior prognostico em laringe

irradiada.

Provavelmente, a presenca do alelo Pro10 torna a proteina TGF3 menos eficiente no
controle da proliferacdo, ndo ocorrendo o adequado controle local da doenca, e
consequentemente ocorre a recidiva local. Com a recidiva, os pacientes ficam mais
sensibilizados e podem ir a 6&bito, mais frequente e rapidamente. Todos o0s
resultados significativos ocorreram em tumores de laringe. Isso talvez possa ser
explicado pela constituicho anatdomica da laringe, formada principalmente por
cartilagem, ligamentos e musculos. Esses tecidos possivelmente s&o mais
suscetiveis a atuacdo da proteina TGFB do que a cavidade oral e orofaringe, que

possuem constituices anatbmicas e caracteristicas fisiobiolégicas diferentes.

Ja o polimorfismo rs1800469 apresentou significAncia estatistica nas analises de
Obito em tumores néao irradiados de laringe e na sobrevida doenca especifica em

tumores irradiados de oral+orofaringe.

Na analise de Obito em tumores nédo irradiados de laringe, a presenca de a0 menos
um alelo T foi associado com um aumento do risco de 6bito em 9 vezes, em relacao
a auséncia deste mesmo alelo. Como ndo houve significAncia nas andlises de
recidiva geral e local, podemos supor que esses 0bitos ocorreram por outros motivos
gue ndo estejam associados diretamente com a doenca. Como explicado na
introducdo, o gene TGF[ atua em varias vias moleculares, como as de proliferacéo,
inflamacéo e fibrogénese, e provavelmente o alelo -509T esta influenciando nessa

atuacao através de alteracdes na expressao proteica.

Na analise da sobrevida doenca especifica nos casos de tumores irradiados de
cavidade oral e orofaringe, o alelo T também foi associado como um fator de pior
prognostico radioterapico, sendo que a presenca desse alelo aumenta em mais de 2
vezes a precocidade da morte pelo cancer, em relacdo a auséncia dele. Nesse caso,
possivelmente a presenca do alelo -509T induz efeitos colaterais tardios induzidos
pela radiagcdo nos pacientes, que fazem com que eles morram mais rapidamente,

mesmo que néo apresentem recidiva.



75

Dessa forma, no presente estudo, os alelos TGFB Pro10 e TGFB -509T foram
considerados como fatores de pior prognoéstico radioterapico em CE de cavidade

oral, orofaringe e laringe, relacionados com a radiossensibilidade tumoral.

S&o poucos os trabalhos que investigaram a relacdo destes polimorfismos com a
reposta prognostica do tratamento radioterapico no CECP. Porém, nos trabalhos em
gue foram analisados esses polimorfismos, a relagéo dos alelos citados acima como

marcadores de risco foi constante.

Diversos estudos encontraram associagdes entre os polimorfismos do gene TGFB e
efeitos adversos relacionados a radioterapia. Raabe et al (2012) e Giotopoulos et al
(2007) descobriram que o gendtipo -509TT aumenta o risco de eritema e de fibrose
em pacientes com cancer de mama tratados com radioterapia. De Ruyck et al (2006)
mostrou que os homozigotos 10Pro e -509TT estdo associados com um aumento do
risco de desenvolvimento de reacdes severas ou moderadas em pacientes com
tumores ginecoldgicos submetidos a radioterapia. Reacdes adversas relacionadas
com os genatipos -509T/T e Prol10 também foram encontrados em cancer de mama
e de prostata em pacientes submetidos a radioterapia (ANDREASSEN et al, 2005;
PETERS et al, 2008).

Em alguns estudos, ndo foram observadas associacfes entre os polimorfismos e a
radiossensibilidade (DAMARAJU et al, 2006; BARNETT et al, 2012). Zou et al (2014)
nNao encontrou associacao entre o polimorfismo TGFB -509C>T e a xerostomia tardia
induzida por radiagdo em pacientes com céancer de nasofaringe. E em céncer de
mama também néo foi encontrada associacdo com a radiossensibilidade (REUTHER
et al, 2012).

J& no estudo de Alsbeih et al (2007), contrariamente aos nossos resultados, foi
encontrado que o alelo Leul0 é um fator de risco que aumenta a
radiossensibilidade. Porém, esse estudo analisou fibroblastos de doadores normais

cultivados em placa e submetidos a radioterapia.

Muitos estudos mostram uma associagao entre o alto nivel plasmatico da proteina
TGFB, antes e depois da radioterapia em pacientes com cancer, e 0

desenvolvimento de fibrose severa induzida pela radiacdo, da mesma forma que
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polimorfismos funcionais do gene TGFB na radiossensibilidade clinica (LEBRUN,
2012; KUBICZKOVA et al, 2012; KELSEY et al, 2012).

Niveis plasmaticos elevados de TGFB tém sido relacionados a fibrose pulmonar
induzida por radiacdo em pacientes com cancer de pulméao de células ndo pequenas
(DE JAEGER et al, 2004). Da mesma forma, Feltl et al (2005), analisando pacientes
com céancer de cabeca e pesco¢o em estdgio avancado submetidos a radioterapia,
descobriu que altos niveis plasmaticos de TGFB estavam relacionados com

morbidade.

Os gendtipos variantes homozigotos dos dois polimorfismos do TGF@ estudados
agui também foram associados com um aumento dos niveis séricos da proteina
TGFB (GRAINGER et al, 1999). O efeito na radiossensibilidade e nos niveis séricos
da proteina TGF( relatados na literatura podem ser causados pelo polimorfismo
LeulOPro atraveés da influéncia sobre o trafico intracelular ou eficiéncia na
exportacdo (reticulo endoplasmatico) do pro-peptideo e pelo polimorfismo -509C>T

através de seu efeito sobre a producéo dessa pré-proteina (DE RUYCK et al, 2006).

Até o0 momento, sdo poucos os estudos que avaliaram a relagao entre a genética e a
resposta radioterapica no prognéstico de pacientes com CECP. Portanto, estudos
como esta tematica sdo importantes, visto que podem auxiliar no direcionamento de
um protocolo terapéutico individualizado, em que sejam respeitadas as
caracteristicas genéticas de cada paciente, minimizando os efeitos adversos da
radioterapia.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, as andlises genotipicas dos polimorfismos estudados foram
realizadas utilizando a técnica de PCR-RFLP com o intuito de determinar possiveis
correlacbes dos mesmos com o progndstico de pacientes com carcinoma
epidermdide de cavidade oral, orofaringe e laringe, bem como analisar essas
respostas segundo o tratamento radioterapico. Diante dos resultados encontrados,

pode-se concluir que:

e Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre o
polimorfismo ATM Aspl1853Asn (rs1801516) e o prognéstico de pacientes
com CECP;

e Em pacientes com CE oral e de orofaringe submetidos a radioterapia, o
gendtipo ATM IVS62+60AA aumenta o risco de ocorréncia de recidiva local e
os alelos BCL2 -938C e TGFp -509T aumentam a precocidade do 6bito;

e A homozigose TP53 Pro72 aumenta o risco de ébito em pacientes com CE

oral e de orofaringe ndo submetidos a radioterapia;

e Em pacientes com CE de laringe que realizaram o tratamento radioterapico, o
alelo TGFB Prol0 foi significativamente associado com o risco de ocorréncia
de recidiva local e de o6bito, além de influenciarem na precocidade desses
eventos. O alelo BCL2 -938C também foi relacionado com a precocidade de

ocorréncia de 6bito;

e O alelo TGFB -509T foi correlacionado com o aumento do risco de Obito em

pacientes com CE de laringe que nao foram tratados com a radioterapia;
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e Os polimorfismos ATM IVS62+60G>A, BCL2 -938C>A, TGFB ProlOLeu e
TGFB  -509C>T foram  significativamente  associados com a
radiossensibilidade tumoral nos pacientes com CECP, piorando o

prognastico;

e Os polimorfismos influenciam respostas prognosticas induzidas pela
radioterapia de diferentes formas entre os sitios da cavidade oral, orofaringe e
laringe. Os polimorfismos ATM [IVS62+60G>A e TP53 Arg72Pro foram
relacionados a resposta prognéstica somente em CE oral e de orofaringe,
enguanto o polimorfismo TGFB Prol0Leu somente em CE de laringe.

Assim, é possivel que esses polimorfismos sejam importantes marcadores genéticos
de radiossensibilidade tumoral, sendo candidatos a comporem um perfil genético
preditivo de progndstico em resposta a radioterapia.
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ANEXO

Anexo 1: Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Helidpolis
referente ao projeto “ldentificagdo de marcadores tumorais para o carcinoma
epiderméide de cabeca e pescoco e avaliacdo de sua relevancia clinica e estado

nutricional”.
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