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RESUMO

O carcinoma das vias aerodigestivas superiores (CVAS) é responsavel por alta incidéncia de
Obitos e baixa sobrevida. Variaveis epidemiolégicas como sexo masculino, idade avangada,
baixa escolaridade, cor da pele ndo branca e estagio avangado do tumor estdo associadas a um
pior progndstico. O tabagismo e o etilismo sdo fatores de risco bem estabelecidos para 0 CVAS.
Fatores genéticos do hospedeiro também podem estar implicados no desenvolvimento do
cancer como os polimorfismos em genes de biotransformacdo e reparo de DNA. Variantes
genéticas nesses genes podem interferir nas atividades das enzimas envolvidas nas vias de
metabolismo de xenobioticos e nas vias de reparo de DNA desempenhando um importante
papel na suscetibilidade a doenca e na taxa de sobrevida. Este trabalho teve por objetivo analisar
a associagdo entre os polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1A1, XRCC1,
HOGG1 e NAT2 com a sobrevida global, intervalo entre a data do diagnoéstico e a data do 6bito
por qualquer causa, e sobrevida livre de doenca, intervalo entre a data do diagndstico e a data
da recorréncia do tumor, em pacientes diagnosticados com CVAS na regido sul do estado da
Bahia. Através da analise dos prontuarios médicos, foram obtidas as informacdes referentes a
data do diagnostico, a data do 6bito e a data da recorréncia do tumor de 101 pacientes, com
idades variando entre 30 e 92 anos, sendo 89 homens. Com relacdo a sobrevida global, as
maiores diferencas médias foram observadas na comparacao entre 0s gendtipos do gene GSTT1
e entre os genotipos combinados dos genes GSTM1 e GSTTL1. Pacientes com genotipo GSTT1
N&o Nulo ou com combinacdo dos gendtipos GSTM1 Nulo e GSTT1 Nao Nulo apresentaram
maiores valores de sobrevida global. Com relacdo a sobrevida livre de doenca, as maiores
diferengas médias foram observadas na comparacdo entre os fen6tipos do gene NAT2 e entre
0s genotipos/fenttipos combinados dos genes CYP1AL e NAT2. Pacientes com fendtipo NAT2
acetilador rapido ou intermediario ou com combinacao dos genotipos/fenotipos CYP1AL TT e
NAT2 acetilador rapido ou intermediario, CYP1A1 TT e NAT2 acetilador lento, CYP1A1 TC
ou CC e NAT2 acetilador rapido ou intermediario apresentaram maiores valores de sobrevida
livre de doenca. Embora consideraveis, as diferencas observadas ndo foram estatisticamente
significantes.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer, regido sul da Bahia, reparo do DNA, sobrevida, variantes
genéticos, xenobioticos.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma upper aerodigestive is responsible for high incidence of death and
low survival. Epidemiological variables such as male sex, advanced age, low schooling, non-
white skin color and advanced stage of the tumor are associated with a worse prognosis.
Smoking and alcoholism are well-established risk factors for squamous cell carcinoma upper
aerodigestive. Genetic factors of the host may also be implicated in the development of cancer
as the polymorphisms in biotransformation and DNA repair genes. Genetic variants in these
genes may interfere with the activities of the enzymes involved in xenobiotic metabolism
pathways and DNA repair pathways, playing an important role in disease susceptibility and
survival rate. The aim of this study was to analyze the association between the GSTM1, GSTT1,
GSTP1, CYP1Al1, XRCC1, HOGG1 and NAT2 gene polymorphisms with overall survival
(interval between the date of diagnosis and the date of death from any cause) and disease-free
survival (interval between the date of diagnosis and the date of tumor recurrence) in patients
diagnosed with squamous cell carcinoma upper aerodigestive in the southern region of the state
of Bahia. Through the analysis of the medical records, the information regarding the date of
diagnosis, the date of death and the date of tumor recurrence were obtained from 101 patients,
ranging in age from 30 to 92 years, being 89 men. Regarding overall survival, the largest mean
differences were observed in the comparison between the genotypes of the GSTT1 gene and
between the combined genotypes of the GSTM1 and GSTT1 genes. Patients with GSTT1 No
Null genotype or with combination of GSTM1 Null and GSTT1 No Null genotypes had higher
overall survival values. Regarding disease-free survival, the largest mean differences were
observed in the comparison between the phenotype of the NAT2 gene and between the
combined genotypes/phenotype of the CYP1A1 and NAT2 genes. Patients with phenotype NAT2
rapid or intermediate acetylator or with combination genotypes/phenotype of CYP1A1 TT and
NAT2 rapid or intermediate acetylator, CYP1A1 TT and NAT2 slow acetylator, CYP1A1 TC or
CC and NAT2 rapid or intermediate acetylator had higher disease-free survival values.
Although considerable, the observed differences were not statistically significant.

KEYWORDS: Cancer, southern region of Bahia, DNA repair, survival, genetic, xenobiotics.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologias de manipulacao e analise do DNA proporcionou
aos cientistas localizar e identificar os genes responsaveis pela codificacdo de proteinas
humanas essenciais, assim como analisar possiveis mutacdes. Além disso, evidéncias
cientificas mostraram que habitos de vida e ambiente social podem alterar a expressao dos
genes.

Todo esse conhecimento trouxe valiosas informagdes sobre diversas doengas, em
especial, o cancer. Dessa forma, esses estudos contribuiram na prevengdo, na melhora do
diagnostico e no aumento da sobrevida dos pacientes diagnosticado com essa enfermidade. A
maioria dos canceres de células somaticas ocorre devido a uma série de mutacGes a nivel
celular.

O céncer das vias aerodigestivas superiores € um dos carcinomas mais incidentes
na populacdo mundial ocorrendo na regido da cabeca e pescoco. O risco de desenvolvimento
desse tipo de cancer pode estar associado a fatores ambientais e a presenca de polimorfismos
nos genes que participam do reparo do DNA por excisdo de base e nos genes envolvidos no
metabolismo de xenobidticos.

Os principais fatores ambientais associados a doenca sao o tabagismo e o etilismo.
A fumaca do cigarro apresenta em sua constituicdo substancias mutagénicas e carcinogénicas.
O alcool consumido em excesso pode desencadear processos mutagénicos devido a presenca
de acetaldeido, substancia carcinogénica resultante da metabolizagdo do etanol.

Alguns dos polimorfismos genéticos mais estudados em relacdo a esses tipos de
canceres sdo 0s presentes nos genes da enzima de reparo de raios-X por complementagédo
cruzada (XRCC1), da enzima 8-oxiguanina DNA glicosilase humana (HOGG1), da enzima N-
acetil-transferase2 (NAT2), da enzima glutationa-S-transferase (GST) e da enzima do complexo
citocromo P450 (CYP1AL).

O sistema de reparo por excisdo de bases (BER) é um dos mecanismos mais
importantes utilizados pela célula para remover bases incorretas ou danificadas. Com a ac¢do de
enzimas especificas, a base modificada é substituida por outra, restabelecendo o sistema de
complementaridade.

A via de metabolizacdo de xenobidticos remove 0s compostos quimicos estranhos
ao organismo. Essa via metabdlica ocorre principalmente no figado e é dividida em duas fases.

Na fase I, o xenobiotico é ativado principalmente pela acdo de enzimas do complexo CYP450,
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a exemplo da CYP1AL, transformando-o em composto intermediério reativo. Na fase Il, o
composto intermediério reativo sofre detoxificacdo pelas enzimas de segunda passagem, como
as GSTs e NAT2, para posterior excrecdo. Caso esses processos ndo ocorram, o intermediario
reativo podera interagir com o DNA, desencadeando processos mutacionais que poderao
ocasionar no desenvolvimento do céncer. Estudos realizados na regido sudeste de Brasil
sugeriram que polimorfismos genéticos nos genes da fase | e 11 do metabolismo de xenobioticos
estdo associados ao risco e a recorréncia de tumores no CVAS.

Com andlise dos prontuarios medicos dos pacientes diagnosticados com CVAS foi
possivel calcular a sobrevida global, compreendida entre o intervalo da data do diagnostico da
doenca e a data do dbito por qualquer motivo, e a sobrevida livre de doenca, compreendida
entre a data do diagndstico da doenca e a data de recorréncia do tumor.

A associacdo de polimorfismos nesses genes com a sobrevida de pacientes
diagnosticados com carcinoma das vias aerodigestivas superiores vem sendo realizada em
algumas regides do Brasil e do mundo. Esta é a primeira vez em que foi feita essa mesma
investigacdo com individuos da regido sul do estado da Bahia. Esse empenho inicial objetivou
determinar o impacto de variacdes genotipicas nesses diferentes genes nas medidas de
sobrevida dessa amostra populacional, incentivando o desenvolvimento de novas pesquisas em

localidades que estdo fora das regides sul e sudeste do Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O céncer se tornou uma importante questdo de salde global. A Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) estimou que, no ano de 2030, podem-se esperar 27 milhGes de casos
de cancer, com 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivendo com a doenca (Instituto
Oncoguia, 2015). Em todo o mundo, o cancer de pulmédo é o tipo mais comum no sexo
masculino, seguido do cancer de prostata. No sexo feminino a maior incidéncia é o cancer de
mama, seguido do cancer colorretal. Quando comparada a incidéncia entre os dois sexos, 0
cancer de pulmao € o de maior prevaléncia (IARC, 2012).

O carcinoma das vias aerodigestivas superiores (CVAS) é o sexto carcinoma mais
comum em todo o mundo (Braakhuis et al., 2012). O tipo predominante consiste em carcinoma
de células escamosas (95,5%), enquanto que 4,5% séo adenocarcinomas da glandula salivar ou
melanomas. Dentro da familia do CVAS, o carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco é um tipo particularmente agressivo de tumor que se desenvolve no revestimento
epitelial das mucosas da cavidade oral e do trato aerodigestivo superior. E uma doenca clinica,
patoldgica, fenotipica e biologicamente heterogénea derivada de multiplas alteragdes celulares
e moleculares do epitélio escamoso (Vikram et al., 1984; Vitelli et al., 2018).

O CVAS ocorre em mais de 550.000 pessoas em todo o mundo. E um tipo de cancer
frequente nos Estados Unidos com aproximadamente 50.000 pacientes diagnosticados por ano
e causa mais de 12.000 mortes anualmente (Singh et al., 2017; Vougiouklakis et al., 2017). O
namero de casos desse tipo de cancer vem crescendo nos Ultimos anos. No Brasil essa realidade
ndo é diferente. Segundo estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA), para 2018, cerca
de 600 mil novos casos da doenga sdo esperados no pais. Neste periodo, estima-se 14.700 novos
casos de cancer da cavidade oral em homens e mulheres (Instituto Nacional do Cancer, 2018).

Os principais sitios anatémicos primarios do CVAS sdo a cavidade oral, a
orofaringe, a nasofaringe, a hipofaringe e a laringe (Hopkins et al., 2008). O cancer na cavidade
oral e na orofaringe constitui a maioria dos casos do CVAS (Adilbay et al., 2018). O carcinoma
na laringe é um dos tumores mais malignos de células escamosas de cabeca e pescoco e
geralmente apresenta progndéstico ruim. O tempo de sobrevivéncia do cancer de laringe nédo
aumentou, apesar dos progressos no desenvolvimento da cirurgia e da radioterapia (Cai et al.,
2017).

Ao longo da década passada, houve uma reducgéo do cancer de laringe e hipofaringe,
mudanga observada em paralelo com a diminuigdo no consumo do cigarro, e um aumento

constante de cancer de orofaringe, relacionado a exposi¢do de alto risco ao virus papiloma
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humano (HPV) (Marur & Forastiere, 2016; Singh et al., 2017). O CVAS ocorre mais
frequentemente nos homens que nas mulheres, mas estudos recentes tém demonstrado o
aumento da incidéncia no sexo feminino e uma redu¢@o no nimero dos casos no sexo masculino
em certos grupos demograficos. Nos paises nordicos, carcinomas da cavidade oral e da faringe
tém crescido rapidamente entre as mulheres. Nos Estados Unidos, as mulheres negras tém
apresentado aumento na incidéncia desses tipos de canceres. Uma explicacdo para isso seria
que elas vém adotando os habitos que antes eram predominantes entre os homens, como o
consumo exagerado de bebida alcodlica e de cigarro, além dos fatores genéticos (Curado &
Hashibe, 2009; Farnebo et al., 2015).

Cirurgia, radioterapia e quimioterapia em varias combinacgBes sdo utilizadas no
gerenciamento do CVAS, dependendo do estagio do tumor e do sitio primario (Marur &
Forastiere, 2016). Apesar do uso de terapias multimodais em contextos clinicos, incluindo
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e, mais recentemente, a imunoterapia, a qualidade de vida
e a taxa de sobrevivéncia estdo longe de ser satisfatorias em pacientes com CVAS (Tan et al.,
2017; Vitelli et al., 2018). Tratamentos visando receptores especificos de fatores de crescimento
na membrana celular ou mutacdes na via de sinalizacdo em pacientes com metastase estdo em
investigacdo (Marur & Forastiere, 2016).

Aproximadamente 60% dos pacientes com CVAS sdo diagnosticados com a doenga
ja em estagio avancado e a taxa de sobrevivéncia de 5 anos fica em torno dos 30% (Leduc et
al., 2018). Analises mostraram que a adi¢do de cisplatina, um importante agente antineoplasico,
simultaneamente a radioterapia aumentou a sobrevida global e a preservacdo dos 6rgdos, e
aproximadamente 50% dos pacientes sobreviveram mais de 5 anos (Ang et al., 2014). Pacientes
com recorréncia de CVAS tratados com quimioterapia a base de platina tiveram progndstico
ruim com média de sobrevida global de aproximadamente 10 meses (Vermorken et al., 2008).

As causas do cancer podem ser internas e externas. O tabagismo e o etilismo sdo
considerados um dos principais fatores ambientais de risco, pois a fumaca do cigarro e o alcool
apresentam substancias carcinogénicas em suas composicoes (Khlifi et al., 2014; Gupta et al.,
2016; Gupta et al., 2017). A exposicao ao tabaco, seja ativa ou passiva, € o principal fator de
risco para 0 CVAS (Ansary-Moghddam et al., 2009; Adilbay et al., 2018). Hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs), N-nitrosaminas e aminas aromaticas heterociclicas estdo
presentes no tabaco. O etanol e o seu metabdlito acetaldeido sdo conhecidos carcin0genos
presentes nas bebidas alcodlicas. Esses compostos formam adutos de DNA que podem levar ao
inicio da carcinogénese (Singh & Ghosh, 2017). Medidas de controle e programas de combate

ao consumo dessas substancias buscam reduzir o desenvolvimento dessa enfermidade.
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Além disso, fatores genéticos também podem predispor individuos ao surgimento
do carcinoma e influenciar na taxa de sobrevida. No caso do CVAS, pesquisas tém analisado o
papel de variantes polimoérficas em diferentes desfechos relacionados a esses canceres.
Polimorfismos nos genes da enzima de reparo de raios-X por complementacdo cruzada
(XRCC1) e da enzima 8-oxiguanina DNA glicosilase humana (HOGGL1), estes envolvidos no
reparo do DNA, e polimorfismos nos genes da enzima N-acetil-transferase2 (NAT2), das
enzimas Glutationa-S-transferases (GSTs) e da enzima do complexo Citocromo P450
(CYP1A1), estes relacionados ao metabolismo de xenobidticos, sdo alguns exemplos de fatores
genéticos estudados no contexto do CVAS (Weiss et al., 2005; Hopkins et al., 2008; Khlifi et
al., 2014; Choudhury et al., 2015; Li et al., 2016; Feki-Tounsi et al., 2017). Os resultados desses
estudos sugerem que a variabilidade na sobrevida de pacientes diagnosticados com tipos
variados de carcinoma pode ser explicada, em parte, por polimorfismos em genes que codificam
enzimas envolvidas na via de reparo do DNA e na via de metabolizacao de xenobioticos (Ekhart
etal., 2009; Osian etal., 2010; Ang etal., 2011; Farnebo et al., 2015; Su et al., 2015; Pasqualetti
etal., 2017).

Tem sido proposta uma ligacao entre a capacidade do individuo em reparar o dano
do DNA com o desenvolvimento, a resposta a terapia e a progressao do carcinoma (Jalal et al.,
2011; Li et al., 2016). Os genes que codificam as enzimas XRCC1 e HOGG1 sdo componentes
chave na via de reparo do DNA por excisdo de bases e necessarios para a estabilidade genética
(Mitra et al., 2011; Wang; Xu & Duan, 2017). Discrepancias na via BER ocasionadas por
variacdes polimorficas podem reduzir a atividade desses genes, causando reparo insuficiente
do DNA, instabilidade gendmica e aumento no risco individual de pior progndstico em termos
de sobrevida (Mitra et al., 2011).

O gene da enzima de reparo de raios-X por complementacdo cruzada (XRCC1) foi
o0 primeiro gene comprovado a influenciar a sensibilidade das células de mamiferos a radiacédo
ionizante. O XRCC1 codifica uma proteina que interage com DNA polimerase e DNA ligase,
sendo uma peca chave na via que repara lesdbes no DNA causadas por essa radiacéo.
Polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) podem atuar como um tipo de variagdo genética
importante no XRCC1 no contexto de processos carcinogénicos, podendo afetar essa via de
reparo do DNA através da mudanca na estrutura dessa proteina. O XRCC1 tem trés principais
SNPs localizados na regido codificante do gene: Argl94Tr (éxon 6), Arg280His (éxon 9) e
Arg399GIn (éxon 10). Dentre eles, 0 Arg399GIn é o que possivelmente mais influencia na via
de reparo celular do DNA (Zhang et al., 2016; Chen et al., 2017). O gen6tipo XRCC1
Arg280His AA (Homozigoto Variante) e o alelo variante A do XRCC1 foram associados ao
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aumento no risco de cancer de laringe na populacdo chinesa (Wu et al., 2016). O gen6tipo
XRCC1 Arg399GIn AA (Homozigoto Variante) foi considerado fator de risco para o carcinoma
de células escamosas orais em individuos turcos, e o genotipo XRCC1 Arg399GIn GG
(Homozigoto Selvagem) teve efeito protetor contra a doenca (Avci et al., 2017). A baixa
expressdo génica de XRCC1 foi relacionada a um fator de risco para 0 CVAS em pacientes no
norte da india (Kumar et al., 2012). A alta expresséo da proteina XRCC1 foi associada a reducio
na sobrevida de pacientes diagnosticados com CVAS em Singapura (Ang et al., 2011). Estudo
envolvendo pacientes com carcinoma hepatico demonstrou que aqueles com genédtipo XRCC1
Arg280His AA (Homozigoto Variante) tiveram um aumento na sobrevida quando comparados
aos de geno6tipo XRCC1 Arg280His GG (Homozigoto Selvagem) (Guan et al., 2017).

Ademais, SNPs em genes relacionados a via de reparo do DNA por excisdo de base,
incluindo o HOGG1, tém sido associados a um maior risco de desenvolvimento de tumores
malignos (Xie et al., 2016). A proteina HOGGL, produto do gene HOGG1, é uma glicosilase
que pode remover 8-0xoG resultante do dano oxidativo ao DNA (Radicella et al., 1997; Wang
et al., 2015). O polimorfismo Ser326Cys do gene HOGGL1 resulta em substituicdo do
aminoacido Serina (Ser) pela Cisteina (Cys) no cddon 326 (Park et al., 2007). Resultados
mostraram que 0s gendtipos HOGG1 Ser326Cys CG (Heterozigoto) e HOGG1 Ser326Cys GG
(Homozigoto Variante) foram associados ao aumento no risco de cancer em células hepéticas
(Yuan et al., 2012; Ban et al., 2017). A reduzida expresséo do gene HOGG1 foi associada a
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco na india (Kumar et al.,
2012). A presenca do alelo variante G no polimorfismo Ser326Cys do gene HOGG1 foi
relacionada a uma baixa sobrevida global em pacientes com cancer no pulméo (Su et al., 2015).

Resultados de estudos anteriores indicaram que a ativacdo ou a desativacdo das
enzimas que metabolizam carcindgenos pode desempenhar importante papel na suscetibilidade
do individuo ao cancer. Os xenobidticos podem sofrer bioativacdo por enzimas da fase | do
metabolismo e posterior detoxificacdo por enzimas da fase 1. Polimorfismos nos genes que
codificam essas enzimas podem aumentar ou diminuir a ativacdo/detoxificacdo dos
carcindgenos (Zhang et al., 2014).

Os genes da familia CYP450 apresentam muitos SNPs importantes que podem
influenciar a suscetibilidade individual a diferentes tipos de cancer. Dentre esses genes, 0
CYP1AL tem sido foco de varios estudos de metandlise (Gong et al., 2014). A enzima CYP1Al
participa do metabolismo da fase I, ativando ou inativando quimioterapéuticos, atuando na
biotransformac&o de pro-carcin6genos ambientais em carcindgenos reativos intermediarios que

sdo detoxificados por enzimas da fase 1l (Abo-Bakr et al., 2017; Jain et al., 2017). A maior
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atividade enzimatica resultaria em aumento nos niveis de carcindgenos intermediarios, levando
ao maior risco de desenvolvimento do cancer (Singh & Ghosh, 2017). A associacdo de SNPs
de CYP1A1 com a suscetibilidade ao cancer colorretal, ao cancer de prostata e ao cancer cervical
tem sido documentada (Cho et al., 2017; Jain et al., 2017; Koda et al., 2017). A expressdo
aumentada de CYP1AL foi relacionada ao aumento na sobrevida de pacientes fumantes norte-
americanos com cancer de mama (Andres et al., 2015). Em contrapartida, ndo foi demonstrada
a associacdo entre a expressdo da proteina CYP1AL com a sobrevida global e a sobrevida livre
de doenca em pacientes jovens brasileiros diagnosticados com carcinoma oral de células
escamosas (Kaminagakura et al., 2016).

Os genes NAT expressam duas importantes isoenzimas polimorficas (NATL e
NAT2) com diferentes papéis funcionais. Nos seres humanos, os produtos desses dois genes
parecem ter funcdes distintas dependendo de suas expressdes nos tecidos e da expressdo de
diferentes genes durante o desenvolvimento. Eles foram associados como fen6tipo acetilador
rapido, acetilador intermediario e acetilador lento (Khlifi et al., 2013). A NAT2 € uma enzima
relacionada ao metabolismo de xenobioticos da fase Il que acetila e detoxifica aminas
heterociclicas, hidrazinas e metabolitos aromaticos. Polimorfismos no gene NAT2 podem
reduzir a atividade enzimética, alterando o estado do acetilador NAT2, diminuindo a eficiéncia
na detoxificagdo e, consequentemente, aumentando a suscetibilidade ao cancer (Zhang et al.,
2014; Hara et al., 2017; Wang et al., 2017). Anéalises mostraram que os individuos asiaticos
acetiladores lentos podem ter risco aumentado de desenvolver CVAS em comparag¢do com 0s
acetiladores rapidos (Zhang et al., 2014). Os feno6tipos NAT2 demonstraram influenciar a
sobrevida de pacientes romenos com cancer colorretal (Osian et al., 2010). Analises de
polimorfismos demonstraram que individuos norte-americanos com fen6tipo acetilador répido
apresentaram maiores taxa de sobrevida de 5 anos que individuos com fenotipo acetilador lento
nos casos de cancer oral e orofaringe, pois aqueles apresentaram maior eficiéncia no processo
de detoxificacdo que estes (Troy et al., 2013).

As Glutationas S-Transferases (GSTs) sdo enzimas metabolizadoras da fase Il que
desempenham um importante papel na detoxificacdo celular. Das oito classes de GSTs
reconhecidas, 0s genes mais comumente estudados em relagéo ao risco e sobrevida no CVAS
sdo GSTM, GSTT e GSTP, sendo que varios tipos de variagdes alélicas sdo identificados neles.
Polimorfismos no gene GST tém sido associados ao maior risco de cancer e a resposta
diversificada ao tratamento (Makhtar et al., 2017). Delec¢do nos genes GSTM1 ou GSTT1, por
exemplo, podem afetar a expressdo e a atividade das enzimas, prejudicando a detoxificacdo

celular, podendo levar ao desenvolvimento do cancer (Chen; Xian & Luo, 2017). O GSTP1
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codifica uma enzima da fase Il envolvida na inativagdo de xenobidticos por conjugacéo com a
glutationa, facilitando a excrecdo de moléculas que sdo potencialmente toxicas ao figado
(Goodrich & Basu, 2012). O polimorfismo Alall3Val em GSTP1 foi significativamente
associado a reducdo no risco de cancer do figado em populacdo caucasiana (De Mattia et al.,
2017 ). A variacdo alélica lle105Val no gene GSTP1, que leva a substituicdo do aminoacido
Isoleucina (lle) pela Valina (Val), foi relacionada & diminuicéo da atividade enzimatica (Ansari
etal., 2017). A atividade reduzida da GSTP1 foi associada a uma maior sobrevida ao cancer de
orofaringe em individuos do sexo masculino (Troy et al., 2013).

A utilizacdo desses biomarcadores de tumores para a deteccdo precoce visa auxiliar
no progndstico da doenca, o que pode contribuir para 0 aumento na taxa de sobrevida dos
pacientes (Bonfante et al., 2014). Apesar dos avancos gque esses conhecimentos trouxeram na
prevencdo, na deteccdo e no diagnostico, a taxa de sobrevida global de 5 anos para os pacientes
com CVAS esta entre as mais baixas dentre os principais canceres (Farnebo et al., 2015). A
maior incidéncia do CVAS ocorre em individuos de baixa escolaridade que tém menos acesso
aos sistemas de saude. O inicio tardio no tratamento do CVAS é um dos obstaculos para que a

taxa de sobrevivéncia desses pacientes aumente.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a associagéo de polimorfismos em genes envolvidos na biotransformagéo
de xenobioticos e no de reparo de DNA com a sobrevida de pacientes diagnosticados com

CVAS na regido sul do estado da Bahia.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o impacto de polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1Al,
XRCC1, HOGG1 e NAT2 na sobrevida global em pacientes diagnosticados com CVAS;

Avaliar o impacto de polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1AL,
XRCC1, HOGG1 e NAT2 na sobrevida livre de doenca em pacientes diagnosticados com
CVAS.
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5. CAPITULO 1: ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS EM GENES DE
BIOTRANSFORMACAO E REPARO DE DNA COM A SOBREVIDA DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS COM CARCINOMA DAS VIAS AERODIGESTIVAS
SUPERIORES.
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RESUMO

O carcinoma das vias aerodigestivas superiores (CVAS) é responsavel por alta incidéncia de
Obitos e baixa sobrevida. Varidveis epidemioldgicas como sexo masculino, idade avangada,
baixa escolaridade, cor da pele ndo branca e estagio avangado do tumor estdo associadas a um
pior progndstico. O tabagismo e o etilismo sao fatores de risco bem estabelecidos para 0 CVAS.
Fatores genéticos do hospedeiro também podem estar implicados no desenvolvimento do
cancer como os polimorfismos em genes de biotransformacao e reparo de DNA. Variantes
genéticas nesses genes podem interferir nas atividades das enzimas envolvidas nas vias de
metabolismo de xenobidticos e nas vias de reparo de DNA, desempenhando um importante
papel na suscetibilidade a doenca e na taxa de sobrevida. Este trabalho teve por objetivo analisar
a associagédo entre os polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1Al1, XRCC1,
HOGG1 e NAT2 com a sobrevida global, intervalo entre a data do diagnéstico e a data do 6bito
por qualquer causa, e sobrevida livre de doenca, intervalo entre a data do diagndstico e a data
da recorréncia do tumor, em pacientes diagnosticados com CVAS na regido sul do estado da
Bahia. Através da analise dos prontuérios médicos, foram obtidas as informacdes referentes a
data do diagndstico, a data do Obito e a data da recorréncia do tumor de 101 pacientes, com
idades variando entre 30 e 92 anos, sendo 89 homens. Com relacdo a sobrevida global, as
maiores diferencas médias foram observadas na comparacao entre os gendtipos do gene GSTT1

e entre 0s genotipos combinados dos genes GSTM1 e GSTTL1. Pacientes com gen6tipo GSTT1
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N&o Nulo ou com combinacéo dos gendtipos GSTM1 Nulo e GSTT1 N&ao Nulo apresentaram
maiores valores de sobrevida global. Com relacdo a sobrevida livre de doenca, as maiores
diferencas medias foram observadas na comparacdo entre os fenotipos do gene NAT2 e entre
0s genotipos/fenotipos combinados dos genes CYP1AL e NAT2. Pacientes com fendtipo NAT2
acetilador rapido ou intermediario ou com combinacao dos genotipos/fenotipos CYPLAL TT e
NAT2 acetilador réapido ou intermediério, CYP1A1 TT e NAT2 acetilador lento, CYP1A1 TC
ou CC e NAT2 acetilador rapido ou intermediario apresentaram maiores valores de sobrevida
livre de doenca. Embora consideraveis, as diferencas observadas ndo foram estatisticamente

significantes.

Palavras-chave Carcinoma das vias aerodigestivas superiores, polimorfismos genéticos,

sobrevida.
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INTRODUCAO

O carcinoma das vias aerodigestivas superiores (CVAS) € o sexto carcinoma mais comum em
todo o mundo [1]. Segundo estimativas do Instituto Nacional do Céncer (INCA), para 2018,
cerca de 600 mil novos casos de cancer sdo esperados no Brasil. Neste periodo, estima-se
14.700 novos casos de cancer da cavidade oral em homens e mulheres [2]. Os principais sitios
anatémicos primarios do CVAS sdo a cavidade oral, a orofaringe, a nasofaringe, a hipofaringe
e a laringe [3]. Esse tipo de cancer ocorre mais frequentemente nos homens que nas mulheres,
mas estudos recentes tém demonstrado o aumento da incidéncia no sexo feminino e uma
reducdo no numero dos casos no sexo masculino em certos grupos demogréaficos [4,5]. O
tabagismo e o etilismo s&o considerados um dos principais fatores ambientais de risco, pois a
fumaca do cigarro e o alcool apresentam substancias carcinogénicas em suas composi¢des
[6,7,8]. Além disso, fatores genéticos também podem predispor os individuos ao surgimento do
carcinoma e influenciar na taxa de sobrevida. No caso do CVAS, vérias pesquisas tém analisado
0 papel de variantes polimdrficas em diferentes desfechos relacionados a esses canceres.
Polimorfismos nos genes da enzima de reparo de raios-X por complementacdo cruzada
(XRCC1) e da enzima 8-oxiguanina DNA glicosilase humana (HOGG1), estes envolvidos na
via de reparo do DNA, e polimorfismos nos genes da enzima N-acetil-transferase2 (NAT2), das
enzimas Glutationa-S-transferases (GSTs) e da enzima do complexo Citocromo P450
(CYP1AL1), estes relacionados a via do metabolismo de xenobi6ticos, sdo alguns exemplos de
fatores genéticos estudados no contexto do CVAS [3,8,9,10,11,12]. Os resultados sugerem que
a variabilidade na sobrevida de pacientes diagnosticados com carcinoma pode ser explicada,
em parte, por polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas nessas vias bioldgicas
[4,13,14,15,16,17]. Tem sido proposta uma ligacdo entre a capacidade do individuo em reparar
0 dano do DNA celular com o desenvolvimento, a resposta a terapia € a progressdo do
carcinoma [12,18]. Os genes que codificam as enzimas XRCC1 e HOGG1 sdo componentes
chave na via de reparo do DNA por excisao de bases (BER) e necessarios para a estabilidade
genética [19,20]. Mutagbes em genes na via BER podem reduzir a atividade genética, causando
reparo insuficiente do DNA, instabilidade genética e, consequentemente, influenciar a
suscetibilidade individual ao desenvolvimento de neoplasias malignas [20]. Ademais, a alta
expressao da proteina XRCCL1 foi associada a reducao na sobrevida de pacientes diagnosticados
com CVAS [14]. Com relagcdo aos genes que codificam enzimas envolvidas na via do
metabolismo de xenobidticos, resultados de estudos anteriores indicaram que a ativacdo ou a

desativacdo dessas enzimas pode desempenhar importante papel ndo apenas na suscetibilidade
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individual ao cancer, como também nas taxas de sobrevida [13,16,21,22,23]. A enzima CYP1Al
participa do metabolismo da fase I, ativando e inativando quimioterapéuticos, atuando na
biotransformacao de pré-carcinégenos ambientais em carcindgenos reativos intermediarios que
sdo detoxificados por enzimas da fase Il [24,25]. A expressdao aumentada do CYP1A1 foi
relacionada a um aumento na sobrevida de pacientes com cancer de mama que eram fumantes
[23]. A NAT2 e uma enzima relacionada ao metabolismo de xenobidticos da fase Il que acetila
e detoxifica aminas heterociclicas, hidrazinas e metabdlitos aromaticos. Polimorfismos no gene
NAT2 podem reduzir a atividade enzimatica, diminuindo a eficiéncia na detoxificacdo,
aumentando a suscetibilidade ao cancer [26,27]. Os fendtipos NAT2 demonstraram influenciar
a sobrevida de pacientes com cancer colorretal [13]. A GST € uma enzima metabolizadora da
fase Il que desempenha um importante papel na detoxificacdo celular. Polimorfismos no gene
GST estdo associados ao maior risco de cancer e a resposta diversificada ao tratamento [28]. A
atividade reduzida da GSTP1 foi associada a uma maior sobrevida ao cancer de orofaringe em
individuos do sexo masculino [29]. Apesar dos recentes avangos alcancados na prevencao,
deteccdo e diagndstico, a taxa de sobrevida global de 5 anos para os pacientes com CVAS esta
entre as mais baixas dentre os principais canceres [4]. Estudos investigando a influéncia de
polimorfismos em genes de reparo de DNA e metabolismo de xenobioticos sobre as taxas de
sobrevida no CVAS ainda sdo escassos para as populagdes brasileiras. O objetivo desse artigo
foi avaliar o impacto dos polimorfismos em genes de biotransformacéao e reparo de DNA na
sobrevida global, intervalo entre a data do diagndstico e a data do ébito por qualquer causa, e
sobrevida livre de doenca, intervalo entre a data do diagnostico e a data da recorréncia do tumor,
de pacientes diagnosticados com esse tipo de carcinoma na regido sul do estado da Bahia. Até
0 presente momento, trata-se do primeiro estudo desse tipo conduzido em uma populacdo do
nordeste brasileiro, incentivando o desenvolvimento de novas pesquisas em localidades que

estdo fora das regides sul e sudeste do Brasil.
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MATERIAL E METODOS

RECRUTAMENTO DOS VOLUNTARIOS

Os 101 voluntérios foram recrutados no Centro de Alta Complexidade em Oncologia da Santa
Casa de Itabuna (CACON) e na Clinica Oncoldgica de 1lhéus (Clioni) entre os anos de 2008 e
2009, conforme Silva et al., 2014.

EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Trés mililitros de sangue periférico foram obtidos de uma Gnica pungéo em sistema de coleta a
vacuo, conforme Silva et al., 2014,

GENOTIPAGEM DOS GENES XRCC1 E HOGG1 POR PCR-RFLP

Os genes XRCC1 e HOGG1 foram amplificados cada um em uma reacdo de PCR, conforme
Marques et al., 2014. (Tabelas 1 e 2).

ANALISE DO POLIMORFISMO Mspl DO GENE CYP1A1 POR PCR-RFLP

O gene CYP1AL1 foi amplificado em uma reacao de PCR. O produto da amplificacéo foi digerido
pela enzima Mspl, gerando uma unica banda de 343pb para o alelo selvagem e duas bandas

(uma de 134pb e outra de 209pb) para o alelo mutante. (Tabelas 1, 2 e 3).

AMPLIFICACAO DE DNA ATRAVES DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
(PCR) PARA O GENE NAT2

O gene NAT2 foi amplificado em uma reagéo de PCR, conforme Marques et al., 2014. (Tabelas
le?2).



36

IDENTIFICACAO DE SUBSTITUICOES DE SIMPLES NUCLEOTIDEOS COM
ENDONUCLEASES DE RESTRICAO (RFLP) PARA O GENE NAT2

Apo6s amplificagdo, os perfis de metabolizacdo para o NAT2 foram determinados por analise

haplotipica, conforme Marques et al., 2014. (Tabela 3).

DETECCAO DOS POLIMORFISMOS DO GENE GSTM1 E GSTT1 ATRAVES DE
MULTIPLEX PCR

Os genes GSTM1 e GSTT1 foram amplificados em uma rea¢do multiplex PCR, conforme Silva
etal., 2014. (Tabelas 1 e 2).

ANALISE DO POLIMORFISMO Bsmal DO GENE GSTP1 POR PCR-RFLP

A reacdo de amplificacdo por PCR e o polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo
(RFLP) Bsmal no gene GSTP1 foram obtidos segundo Harries et al., 1997. (Tabelas 1, 2 e 3).

ANALISES DE INTERACAO GENE-GENE

Foram feitas combinacgdes entre genotipos e gendtipos/fendtipos dos genes analisados. Essa
interacdo foi estabelecida entre genes que participam da mesma via bioldgica.

Os genes GSTM1 e GSTT1 tiveram os genotipos combinados divididos em duas categorias:
Uma categoria composta pelos genétipos combinados GSTM1 Nulo e GSTT1 Né&o Nulo, e outra
categoria composta por Outras combinagdes genotipicas desses genes. Esta Gltima categoria
continha os gendtipos combinados GSTM1 Nulo e GSTT1 Nulo, GSTM1 N&o Nulo e GSTT1
N&o Nulo, GSTM1 N&o Nulo e GSTT1 Nulo. (Figuras 3A e 4A. Tabelas 7 e 8).

Os genes GSTML1 e GSTP1 tiveram o0s gendtipos combinados divididos em duas categorias:
Uma categoria composta pelos genétipos combinados GSTM1 Nulo e GSTP1 lle/Val ou Val/Val
(Heterozigoto ou Homozigoto Variante), e outra categoria composta por Outras combinac6es
genotipicas desses genes. Esta Ultima categoria continha 0s genotipos combinados GSTM1
Nulo e GSTP1 lle/lle (Homozigoto Selvagem), GSTM1 N&o Nulo e GSTP1 lle/lle (Homozigoto
Selvagem), GSTM1 N&o Nulo e GSTP1 lle/Val ou Val/Val (Heterozigoto ou Homozigoto
Variante). (Figuras 3B e 4B. Tabelas 7 e 8).
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Os genes GSTT1 e GSTP1 tiveram os genotipos combinados divididos em duas categorias: Uma
categoria composta pelos gen6tipos combinados GSTT1 Nao Nulo e GSTP1 lle/Val ou Val/Val
(Heterozigoto ou Homozigoto Variante), e outra categoria composta por Outras combinac6es
genotipicas desses genes. Esta Ultima categoria continha os genétipos combinados GSTT1 Nulo
e GSTP1 lle/lle (Homozigoto Selvagem), GSTT1 Nulo e GSTP1 lle/vVal ou Val/Val
(Heterozigoto ou Homozigoto Variante), GSTT1 Nao Nulo e GSTP1 lle/lle (Homozigoto
Selvagem). (Figuras 3C e 4C. Tabelas 7 e 8).

Os genes CYP1A1 e NAT2 tiveram o0s genotipos/fenotipos combinados divididos em duas
categorias: Uma categoria composta pelos genotipos/fen6tipos combinados CYP1A1 TC ou CC
(Heterozigoto ou Homozigoto Variante) e NAT2 acetilador lento, e outra categoria composta
por Outras combinag6es genotipicas/fenotipicas desses genes. Esta Gltima categoria continha
0s genotipos/fendtipos CYP1A1 TT (Homozigoto Selvagem) e NAT2 acetilador rapido ou
intermediario, CYP1A1 TT (Homozigoto Selvagem) e NAT2 acetilador lento, CYP1A1 TC ou
CC (Heterozigoto ou Homozigoto Variante) e NAT2 acetilador rapido ou intermediario.
(Figuras 3D e 4D. Tabelas 7 e 8).

Os genes XRCC1 e HOGGL tiveram os genotipos combinados divididos em duas categorias:
Uma categoria composta pelos genotipos combinados XRCC1 Arg399GIn GA ou AA
(Heterozigoto ou Homozigoto Variante) e HOGG1 Ser326Cys CG ou GG (Heterozigoto ou
Homozigoto Variante), e outra categoria composta por Outras combinac6es genotipicas desses
genes. Esta Gltima categoria continha os gendtipos combinados XRCC1 Arg399GIn GG
(Homozigoto Selvagem) e HOGG1 Ser326Cys CC (Homozigoto Selvagem), XRCC1
Arg399GIn GG (Homozigoto Selvagem) e HOGG1 Ser326Cys CG ou GG (Heterozigoto ou
Homozigoto Variante), XRCC1 Arg399GIn GA ou AA (Heterozigoto ou Homozigoto Variante)
e HOGGL1 Ser326Cys CC (Homozigoto Selvagem). (Figura 3E e 4E. Tabelas 7 e 8).

Os genes GSTM1 e CYP1AL tiveram os geno6tipos combinados divididos em duas categorias:
Uma categoria composta pelos gendtipos combinados GSTM1 Nulo e CYP1Al TC ou CC
(Heterozigoto ou Homozigoto Variante), e outra categoria composta por Outras combinac6es
genotipicas desses genes. Esta Ultima categoria continha 0s genotipos combinados GSTM1
Nulo e CYP1A1 TT (Homozigoto Selvagem), GSTM1 N&o Nulo e CYP1AL TT (Homozigoto
Selvagem), GSTM1 Né&o Nulo e CYP1A1 TC ou CC (Heterozigoto ou Homozigoto Variante).
(Figura 3F e 4F. Tabelas 7 e 8).

Os genes GSTT1 e CYP1AL tiveram os gendétipos combinados divididos em duas categorias:
Uma categoria composta pelos genotipos combinados GSTT1 Nao Nulo e CYP1A1 TC ou CC

(Heterozigoto ou Homozigoto Variante), e outra categoria composta por Outras combinac6es
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genotipicas desses genes. Esta ultima categoria continha os gen6tipos combinados GSTT1 Nulo
e CYP1A1l TT (Homozigoto Selvagem), GSTT1 N&o Nulo e CYP1Al1 TT (Homozigoto
Selvagem), GSTT1 Nulo e CYP1A1 TC ou CC (Heterozigoto ou Homozigoto Variante). (Figura
3G e 4G. Tabelas 7 e 8).

Os genes GSTP1 e CYP1AL tiveram os gendtipos combinados divididos em duas categorias:
Uma categoria composta pelos gendtipos combinados GSTP1 lle/Val ou Val/Val (Heterozigoto
e Homozigoto Variante) e CYP1AL TC ou CC (Heterozigoto ou Homozigoto Variante), e outra
categoria composta por Outras combinacfes genotipicas desses genes. Esta Gltima categoria
continha os genotipos combinados GSTP1 lle/lle (Homozigoto Selvagem) e CYP1Al1 TT
(Homozigoto Selvagem), GSTP1 lle/Val ou Val/Val (Heterozigoto e Homozigoto Variante) e
CYP1AL1 TT (Homozigoto Selvagem), GSTP1 lle/lle (Homozigoto Selvagem) e CYP1AL1 TC ou
CC (Heterozigoto ou Homozigoto Variante). (Figura 3H e 4H. Tabelas 7 e 8).

MEDIDAS DE SOBREVIDA

A fonte dos dados utilizada foram os prontuarios médicos dos pacientes participantes da
pesquisa atendidos no Centro de Alta Complexidade em Oncologia da Santa Casa de Itabuna
(CACON) e na Clinica Oncoldgica de llhéus (Clioni). A partir deles, foram obtidas as
informacdes referentes a data do diagnostico da doenca, a data do bito por qualquer causa e a
data da recorréncia do tumor. Isso permitiu a recomposicdo da trajetéria do tratamento
oncologico dos pacientes diagnosticados com CVAS no periodo de 2008 a 2014. No CACON,
todos os prontuarios estavam digitalizados, facilitando o acesso as informacdes contidas neles.
Na Clioni, a andlise foi feita através dos prontuarios fisicos. Esta investigacao foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB (N(mero
do parecer: 2.296.998). A sobrevida global foi definida como o intervalo entre a data do
diagnostico da doenca e a data de débito por qualquer causa. A sobrevida livre de doenca foi
mensurada como o intervalo entre a data do diagndstico da doenca e a data da recorréncia do
tumor. Alguns individuos foram censurados devido a ndo ocorréncia do evento (6bito por
qualquer motivo para a sobrevida global e recorréncia do tumor para a sobrevida livre de

doencga) ou a ndo continuagdo do tratamento.
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ANALISES ESTATISTICAS

As probabilidades de sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram estimadas pelo método
de Kaplan-Meier. O teste de log-rank foi aplicado para avaliar a significancia estatistica das
diferencas entre os tempos de sobrevida com os respectivos intervalos de confianca de 95%, de
acordo com as variaveis analisadas. Todas as analises foram conduzidas no pacote estatistico
SPSS versdo 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS

A populagéo do estudo foi composta de 101 pacientes diagnosticados com CVAS. Ao final das
analises, 72 pacientes encontravam-se vivos e 12 deles tiveram recorréncia do tumor. Do total
da populacdo estudada, a media de idade foi de 60,3 anos (intervalo entre 30 e 92 anos), 88%
eram do sexo masculino, 85% se autodeclaram n&o brancos, 95% se declararam sempre
tabagistas, 76% se declararam sempre etilistas, 88% possuiam baixa escolaridade (Analfabeto
—1° Grau Completo), 65% apresentaram tumor em estagio IV. Os pacientes tiveram como sitio
primario do tumor a cavidade oral (26%), a orofaringe (34%), a hipofaringe (8%) e a laringe
(32%). O tempo médio de seguimento foi de 30,4 meses. O tempo médio entre o diagndstico e
o inicio do tratamento foi de 3,2 meses. O percentual de ébitos gerais foi de 28,7%. O percentual
de recorréncia foi de 11,9%. A média geral da sobrevida global foi de 77,2 meses (IC 95%:
65,2 meses — 89,2 meses). A média geral da sobrevida livre de doenca foi de 94,6 meses (IC
95%: 81,5 meses — 107,6 meses). A taxa de sobrevida global em 5 anos foi de 64,4%. A taxa
de sobrevida livre de doenca em 5 anos foi de 81,4%. (Tabela 4).

Os tempos médios de sobrevida global e sobrevida livre de doenca dos genotipos analisados e
dos gendtipos combinados sdo demonstrados nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.

Com relacdo a sobrevida global, os individuos com gen6tipos GSTT1 Nulo apresentaram um
valor de sobrevida global média de 39,2 meses (IC 95%: 16,8 meses — 62 meses), enquanto que
aqueles com genotipos GSTT1 Nao Nulo o valor de sobrevida global média foi de 80,1 meses
(IC 95%: 67,6 meses — 92,6 meses), p = 0,109. (Figura 1B e Tabela 5). Com relacao a sobrevida
livre de doenca, os individuos com fen6tipo NAT2 acetilador lento apresentaram um valor de
sobrevida livre de doenca média de 86,4 meses (IC 95%: 64,7 meses — 108,1 meses), enquanto
que aqueles com fendtipo NAT2 acetilador rapido ou intermediario o valor de sobrevida livre
de doenca média foi de 94 meses (IC 95%: 80,5 meses — 107,5 meses), p = 0,125. (Figura 2G
e Tabela 6). Embora consideraveis, as diferencas observadas ndo foram estatisticamente
significantes.

Com relacéo a sobrevida global, quando os gen6tipos foram combinados, os individuos GSTM1
Nulo e GSTT1 N&o Nulo apresentaram um valor de sobrevida global média de 77,6 meses (IC
95%: 61 meses — 94,3 meses), enquanto que os individuos Outras combinacdes genotipicas
apresentaram um valor de sobrevida global média de 71,1 meses (IC 95%: 55,8 meses — 86,4
meses), p = 0,189. (Figura 3A e Tabela 7). Com relacdo a sobrevida livre de doenga, quando 0s
gendtipos/fenotipos foram combinados, os individuos CYP1A1 TC ou CC e NAT2 acetilador

lento apresentaram um valor de sobrevida livre de doenca média de 74,2 meses (IC 95%: 35
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meses — 113,6 meses), enquanto que os individuos Outras combinacgBes genotipicas
apresentaram um valor de sobrevida livre de doenga média de 91 meses (IC 95%: 78,5 meses
— 103,2 meses), p = 0,063. (Figura 4D e Tabela 8). Embora consideraveis, as diferencas
observadas nao foram estatisticamente significantes.

As distribuicGes das curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca de acordo com
polimorfismos em genes de biotransformacao e reparo de DNA s&o mostradas nas Figuras 1, 2,
3ed.
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DISCUSSAO

Nesse estudo nds investigamos a associacdo de polimorfismos em genes de biotransformacéo
e reparo de DNA com a sobrevida de pacientes diagnosticados com céancer das vias
aerodigestivas superiores. O método de Kaplan-Meier foi utilizado para produzir curvas de
sobrevivéncia e as comparacdes entre as curvas foram feitas usando o teste log-rank.

Embora no presente trabalho ndo tenham sido verificadas associagdes significantes entre o0s
polimorfismos nos diferentes genes de biotransformacdo e reparo de DNA avaliados e as
medidas de sobrevida no CVAS, o impacto de variantes nesses genes sobre esses desfechos foi
anteriormente relatado por outros autores [13,14,15,25,29,30,31,32,33,34].

A sobrevivéncia, assim como em nossos achados, ndo diferiu significativamente para 0s
geno6tipos GSTM1 Nulo e GSTM1 N&o Nulo em 106 pacientes chineses diagnosticados com
cancer no ovario e tratados com quimioterapia. O gendtipo GSTP1 llel05Val lle/Val
(Heterozigoto) ndo apresentou risco aumentado de morte em comparacdo com o genotipo
GSTP1 lle105Val Ile/lle (Homozigoto Selvagem) [30].

O gendtipo GSTT1 Nao Nulo pode conferir uma menor protecdo contra o desenvolvimento de
tumores cerebrais e uma possivel relacdo pode ocorrer entre esse genotipo e o aumento da
sobrevida em pacientes portadores de gliomas malignos [31]. Nesse estudo, marcador associado
positivamente ao risco de cancer pode apresentar uma relagdo inversa com a sobrevida. Essa
tendéncia foi observada nos nossos achados, pois uma associacdo pode ocorrer entre 0s
individuos com gendtipo GSTT1 Nao Nulo e o aumento da sobrevida global em pacientes
diagnosticados com CVAS, ainda que o resultado ndo tenha sido estatisticamente significante.
E esse mesmo gendtipo foi considerado um fator de risco para 0 CVAS em estudo anterior que
teve como populagéo amostral os mesmos individuos analisados em nossa pesquisa [32].

Num estudo conduzido em uma populacdo indiana ndo foi observada uma associacéo
significante entre o polimorfismo de CYP1A1 rs4646903 e o risco de cancer cervical [25]. Em
nossos achados néo foi encontrada associacao significante entre os polimorfismos em GSTM1
Nulo e 0 CYP1A1 rs4646903 com a sobrevida global de pacientes com CVAS. Esse mesmo
resultado foi obtido em um estudo de uma populacdo da regido sudeste do Brasil envolvendo
153 pacientes diagnosticados com CVAS [33].

Nos Estados Unidos, uma forte relagdo foi demonstrada entre a expresséo da enzima XRCC1 e
a sobrevida global de pacientes diagnosticados com cancer de cabeca e pescoco. A expressao
elevada da enzima XRCC1 foi associada com uma sobrevida mais baixa, particularmente em

pacientes tratados com quimioterapia [14]. Pacientes com cancer de pulmdo de uma populagédo
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do norte da india com gendtipo XRCC1 Arg399GIn AA (Homozigoto Variante) tiveram
aumento da sobrevida global se comparados com os portadores de genotipos XRCC1
Arg399GIn GG (Homozigoto Selvagem) e XRCC1 Arg399GIn GA (Heterozigoto) [34]. Por sua
vez, pacientes chineses diagnosticados com cancer de pulméo de genotipos HOGG1 Ser326Cys
CG (Heterozigoto) e HOGG1 Ser326Cys GG (Homozigoto Variante) apresentaram uma
sobrevida global reduzida se comparados com aqueles com o gen6tipo HOGGL1 Ser326Cys CC
(Homozigoto Selvagem), especialmente no sexo feminino [15].

Existem pelo menos sessenta polimorfismos NAT2 conhecidos agrupados em fenotipos de
acetiladores lentos, intermediarios e rapidos que foram associados ao risco de cancer [29]. O
gene NAT2 pode ser considerado como fator progndstico para a sobrevivéncia de pacientes em
outros tipos de canceres [13]. Andlise de polimorfismos mostrou que individuos NAT2
acetilador rapido apresentaram taxa de sobrevida global de 5 anos 19,7% superior a dos NAT2
acetilador lento diagnosticados tanto com cancer de orofaringe quanto com cancer da cavidade
oral [29].

O reduzido valor amostral ocorreu devido as dificuldades de se realizar um seguimento de
pacientes oncoldgicos residentes no interior do Brasil. Apesar disso, importantes associacfes
foram encontradas, ainda que n&o tenham sido estatisticamente significantes.

A comparacdo das curvas de sobrevida global para os genétipos GSTT1, juntamente com a
comparacao das curvas de sobrevida livre de doenca para os fendtipos NAT2 foram as que
apresentaram diferencas mais destacadas. Na primeira, pacientes com o genotipo GSTT1 Nao
Nulo apresentaram sobrevida global superior aqueles com o gendétipo GSTT1 Nulo, ainda que
estatisticamente ndo significante (Figura 1B). Na segunda, pacientes com o fendtipo NAT2
acetilador rapido ou intermediério apresentaram sobrevida livre de doenga superior aqueles
com o fen6tipo NAT2 acetilador lento, ainda que estatisticamente nao significante (Figura 2G).
Além disso, a comparacdo da curva de sobrevida global para os gen6tipos combinados GSTM1
e GSTT1, juntamente com a comparacdo da curva de sobrevida livre de doenca para 0s
genotipos/fenttipos CYP1A1 e NAT2 foram as que apresentaram diferencas mais destacadas.
Na primeira, pacientes com 0s gendtipos combinados GSTM1 Nulo e GSTT1 Nao Nulo
apresentaram sobrevida global superior aqueles individuos com Outras combinacGes
genotipicas para esses dois genes, ainda que estatisticamente néo significante (Figura 3A). Na
segunda, pacientes com Outras combinacdes genotipicas/fenotipicas para os genes CYP1Al e
NAT2 apresentaram sobrevida livre de doenca superior aqueles individuos com
gendtipo/fendtipo CYP1A1 TC ou CC e NAT2 acetilador lento, ainda que estatisticamente ndo
significante (Figura 4D). Isso demonstra a importancia dos nossos achados e a necessidade de
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realizacdo de novas pesquisas envolvendo pacientes diagnosticados com CVAS na regiéo sul

do estado da Bahia.
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Tabela 1. Reagentes utilizados nas rea¢des da Reacdo em Cadeia da Polimerase

XRCCle CYP1Al NAT?2 GSTM1e GSTT1 GSTP1
HOGG1
DNA DNA DNA DNA DNA
(100ng/201Q) (50ng/50uQ) (50ng/50u0) (100ng/20uQ) (100ng/25uQ)
Tampao Tampéo Tampao Tampao Tampao
MgCl» MgCl2 (1,5 MgCl> MgCl2 MgCl2
(1,5 mM) mM) (1,5 mM) (1,5 mM) (1,5 mM)
dNTP’s dNTP’s dNTP’s dNTP’s dNTP’s
DNA DNA DNA DNA DNA
Polimerase Polimerase Polimerase Polimerase Polimerase
(1,0V) (1,25 V) (1,25 V) (1,25 V) (1,25 V)

Primers (0,5ug)  Primers(0,5ug)  Primers (0,5ug)  Primers (0,5pug)  Primers (100ng/ul)

Tabela 2. Primers utilizados nas reacdes da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Gene Primers
F: 5> GGACTGTCACCGCATGCGTCGG3’
XRECL R: 5GGCTGGGACCACCTGTGTT?3’
F: 5>CTGTTCAGTGCCGACCTGCGCCGA3’
HoGGL R: S’ATCTTGTTGTGCAAACTGAC3’
CYP1AL F: >CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT3’
R: 5 AGGCATGAGACAAGACTCCTA3’
F: > GGCTATAAGAACTCTAGGAAC3’
NAT2 R: 5’AAGGGTTTATTTTGTTCCTTATTCTAAAT3’
F: TCACCGGATCATGGCCAGCAZ’
GSTML R: 5GTTGGGCTCAAATATACGGTGG3
F: 5TCTCCTTACTGGTCCTCACAT?S’
GsTT! R: TCACGGGATCATGGCCAGCA3’
p— F: 5’ACCCCAGGGCTCTATGGGAA3’

R: STGAGGGCACAAGAAGCCCCT3
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Tabela 3. Enzimas de restri¢do utilizadas na digestdo dos materiais amplificados nas reacgoes
da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Gene If?n2|rn_a~de Sitio de Restricao Temperatura
estricao
...CCGG...
XRCC1 Mspl 37°C
...GGCC...
...NGATCN...
HOGG1 Mbol 37°C
...NCTAGN...
...CCGG...
CYP1Al Mspl 37°C
...GGCC...
...CCGG...
Mspl 37°C
...GGCC...
...GGTACC...
Kpnl 37°C
...CCATGG...
...TCGA...
Taql 65°C
WAGCT...
NAT2
...GGATCC...
BamHlI 37°C
...CCTAGG...
...GGATGNNNNNNNNNNNNNN...
Fokl 37°C
...CCTACNNNNNNNNNNNNNN...
...CACNNNGTG...
Dralll 37°C
...GTGNNNCAC...
...GTCTCNNNNNN...
GSTP1 Bsmal 55°C

...CAGAGNNNNNN...




Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes diagnosticados com CVAS
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Caracteristicas

N (%)

Sexo
Masculino
Feminino
Idade, média (dp)
Cor
Branco
Né&o Branco
Tabagista
Sempre
Nunca
Etilista
Sempre
Nunca
Escolaridade
Analfabeto
Assina Apenas o Nome
Alfabetizado
1° Grau Incompleto
1° Grau Completo
2° Grau Incompleto
2° Grau Completo
Superior Incompleto
Superior Completo
Estagio do Tumor *
I
I
Il
v
Sitio Primario do Tumor*
Cavidade Oral
Orofaringe
Hipofaringe
Laringe
Tempo de seguimento, média (dp)
Tempo entre diagndéstico e tratamento, média (dp)
Obitos gerais
Recorréncia
Sobrevida global, média (IC 95%)
Sobrevida livre de doenca, média (IC 95%)
Sobrevida global em 5 anos
Sobrevida livre de doenga em 5 anos

89 (88,1%)
12 (11,9%)
60,3 anos (12,5)

15 (14,9%)
86 (85,1%)

96 (95%)
5 (5%)

77 (76,2%)
24 (23,8%)

17 (16,7%)
23 (22,8%)
13 (12,9%)
33 (32,6%)

3 (3%)

1 (1%)

7 (7%)

2 (2%)

2 (2%)

3 (3%)

5 (5%)
12 (11,9%)
66 (65,3%)

26 (25,7%)
34 (33,7%)
8 (7,9%)
32 (31,7%)

30,4 meses (3,15)
3,2 meses (0,94)
29(28,7%)
12(11,9%)

77,2 meses (65,2 — 89,2)
94,6 meses (81,5 — 107,6)
64,4%

81,4%

*Alguns pacientes nédo tiveram os dados especificados
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Tabela 5. Tempo médio de sobrevida global dos pacientes diagnosticados com CVAS

Genotipos e Fendtipos Tempo (meses) IC 95% Valor de p
GSTM1 Nulo 76,4 (61-92) 0,287
GSTM1 Néo Nulo 71,1 (55,1 -87,1)

GSTT1 Nulo 39,2 (16,8 - 61,6) 0,109
GSTT1 Nao Nulo 80,1 (67,6 — 92,6)
GSTP1 lle/Val ou Val/Val 72,6 (59 - 86,3) 0,521
GSTP1 lle/lle 74,6 (57,1 -92,2)
CYP1A1TCouCC 76,6 (57,2 -96,0) 0,936
CYP1ALITT 73,7 (60,7 — 86,6)
XRCC1 AA ou GA 74,3 (55-93,8) 0,778
XRCC1 GG 74,5 (61,3 -87,7)
HOGG1 CG ou GG 73,6 (54 - 93,3) 0,936
HOGG1 CC 76,1 (61,5-90,7)
NAT2 lento 78,5 (60-97,1) 0,783
NAT2 rapido ou intermediario 68,6 (53,3 -83,8)

Tabela 6. Tempo médio de sobrevida livre de doenca dos pacientes diagnosticados com CVAS

Gendtipos e Fenotipos Tempo (meses) IC 95% Valor de p
GSTM1 Nulo 82,1 (65,7 —98,4) 0,354
GSTM1 Nao Nulo 99,7 (82,3 -117,1)

GSTT1 Nulo * * 0,346
GSTT1 Nao Nulo * *

GSTP1 lle/Val ou Val/Val 95,2 (84,1 -106,3) 0,235
GSTPL1 lle/lle 84,4 (60,4 — 108,3)
CYP1A1TCouCC 88,7 (65,5 -112) 0,365
CYPIALTT 92,4 (80,1 - 104,6)

XRCC1 AA ou GA 105 (89 -121) 0,343
XRCC1 GG 82,2 (66,7 -97,7)

HOGG1 CG ou GG 92,5 (72,1 -113) 0,914
HOGG1 CC 94,4 (78,4 - 110,3)

NAT2 lento 86,4 (64,7 - 108,1) 0,125
NAT2 rapido ou intermediario 94 (80,5-107,5)

* N&o foi calculado, pois todos os casos foram censurados.
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Tabela 7. Tempo médio de sobrevida global dos pacientes diagnosticados com CVAS (Genes

combinados)

Gendtipos e Genotipos/Fendtipos Combinados Tempo 1C 95% Valor de
(meses) p

GSTM1 Nulo e GSTT1 N&ao Nulo 77,6 (61 —94,3) 0,189
Outras combinacgdes genotipicas 71,1 (55,8 - 86,4)

GSTM1 Nulo e GSTP1 lle/Val ou Val/Val 78,7 (60,1 -97,3) 0,269
Outras combinacdes genotipicas 72,5 (58,2 —-87)

GSTT1 Nao Nulo e GSTP1 Ile/Val ou Val/Val 76 (61,3 -90,4) 0,223
Outras combinacgdes genotipicas 71 (54,6 — 87,3)

CYP1A1 TC ou CC e NAT2 lento 100,4 (76,6 — 124,1) 0,232
Outras combinagdes genotipicas/fenotipicas 67,4 (55,1-79,7)

XRCC1 AA ou GA e HOGG1 CG ou GG 60,4 (34,7 -86,1) 0,952
Outras combinacdes genotipicas 77,5 (64,5-90,1)

GSTM1 Nulo e CYP1A1 TC ou CC 48 (30— 66) 0,568
Outras combinacges genotipicas 79,8 (66,4 —93,2)

GSTT Nao Nulo e CYP1A1 TC ou CC 81,1 (60,4 —102) 0,590
Outras combinacdes genotipicas 70,7 (58 - 83,4)

GSTP1 lle/Val ou Val/Val e CYP1A1 TC ou CC 68,5 (44,6 —92,4) 0,943
Outras combinacges genotipicas 77,6 (64,4 —90,8)

Tabela 8. Tempo médio de sobrevida livre de doenca dos pacientes diagnosticados com CVAS

(Genes combinados)

Genotipos e Gendtipos/Fenotipos Combinados Tempo IC 95% Valor de
(meses) p

GSTM1 Nulo e GSTT1 N&o Nulo 78,6 (60,1 -97,1) 0,194
Outras combinacdes genotipicas 101,3 (85,4 —-117,1)
GSTML1 Nulo e GSTP1 lle/Val ou Val/Val 86,6 (67,5 - 105,6) 0,850
Outras combinacgdes genotipicas 92,7 (75,7 -109,7)
GSTT1 N&o Nulo e GSTP1 Ile/Val ou Val/Val 93,5 (81 - 106) 0,500
Outras combinacdes genotipicas 89 (67,8 -110,3)
CYP1A1 TC ou CC e NAT2 lento 74,2 (35-113,6) 0,063
Outras combinacges genotipicas/fenotipicas 91 (78,5-103,2)
XRCC1 AA ou GA e HOGGL1 CG ou GG 78,4 (59 - 97,8) 0,749
Outras combinacgdes genotipicas 94,4 (80,8 —108,1)
GSTM1 Nulo e CYP1A1 TC ou CC 68,8 (54,4 - 83,2) 0,958
Outras combinagdes genotipicas 94,3 (79,7 - 108,8)
GSTT N&o Nulo e CYP1A1 TC ou CC 85,4 (60,1 -110,7) 0,211
Outras combinacgdes genotipicas 93,4 (82 — 105)
GSTP1 lle/Val ou Val/Val e CYP1A1 TC ou CC 99,4 (82,3-116,4) 0,726
Outras combinagdes genotipicas 934 (78 — 108,7)
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6. CONCLUSOES GERAIS

Esse estudo apresenta informacdes importantes a respeito de uma relagéo entre
genotipos e gendtipos/fenotipos e sobrevida global e sobrevida livre de doenga de pacientes
diagnosticados com carcinoma das vias aerodigestivas na regiao sul do estado da Bahia.

O nimero amostral reduzido somado ao nimero de individuos censurados pela ndo
ocorréncia do evento (6bito por qualquer motivo ou recorréncia do tumor) ou pela interrupcéo
no acompanhamento de alguns pacientes, foram alguns dos obstaculos encontrados. Entretanto,
importantes associacdes foram encontradas, ainda que nao estatisticamente significantes.

Os individuos com gen6tipo GSTT1 Nao Nulo, ou seja, que ndo sofreram delecédo
em ambos os alelos, apresentaram um aumento da sobrevida global se comparados com o0s
individuos de gen6tipo GSTT1 Nulo.

Os individuos com gendtipo combinado GSTM1 Nulo e GSTT1 Néo Nulo, ou seja,
que sofreram delecdo em ambos os alelos do GSTM1 e ndo sofreram delecdo no GSTTL,
apresentaram um aumento da sobrevida global se comparados com os individuos de Outras
combinacBes genotipicas entre esses dois genes.

Os individuos de fendtipo NAT2 acetilador rapido ou intermediario apresentaram
um aumento da sobrevida livre de doenca se comparados com aqueles de fendtipo NAT2
acetilador lento.

Os individuos de genotipo/fenétipo combinados Outras combinacdes
genotipicas/fenotipicas apresentaram um aumento da sobrevida livre de doenca se comparados
com aqueles de gendtipo/fenotipo combinado CYP1A1 TC ou CC e NAT2 acetilador lento.

Isso demonstra a importancia na continuacdo dessa pesquisa, com a obtencéo de
uma maior populagdo amostral e a necessidade de realizacdo de novas analises genéticas na

regido sul do estado da Bahia.



