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Olivieri, EHR Introdugéao O cancer surge a partir da proliferagdo celular
descontrolada de uma tnica célula, acredita-se ser clonal em origem e resultante
do acamulo de alteracdes genéticas e/ou epigenéticas (Braakhuis et al., 2005). O
acimulo de mutagdes na célula e suas descendentes é um processo lento, e isso,
provavelmente, explica a maior incidéncia do cancer em pessoas idosas.

As alteragdes genéticas sdao componentes integrais do cancer e sao descritas
como unidades determinantes da suscetibilidade a carcinégenos em nivel celular.
As anormalidades genéticas que precedem o desenvolvimento de um tumor
definem as alteragdes bioquimicas que sdo responsaveis por uma célula normal
adquirir a habilidade de esquivar-se dos mecanismos reguladores que controlam o
crescimento celular, motilidade e invasividade. Dentre estas anormalidades estdo a
expresssao aumentada de protooncogenes (Fearon & Vogelstein, 1990), inativagao
de genes supressores de tumor (Weinberg, 1991), instabilidades cromossdmicas
(Lengauer et al., 1998), alteragdes nos genes de reparo a danos no DNA
(Hoeijmakers, 2001), reativacdo da telomerase (Greider & Blackburn, 1996) e
alteragdes epigenéticas (Rountree et al., 2001).

A célula cancerosa tem alto potencial proliferativo, perde a capacidade de
aderéncia, secreta enzimas que atacam a matriz extracelular, invade os tecidos
vizinhos, o0s vasos sanguineos e linfaticos e se espalha pelo organismo,
estabelecendo-se e proliferando em locais distantes de sua origem, onde produz
tumores secundarios (metastases). As células tumorais promovem angiogénese
pela secrecao de moléculas que estimulam o crescimento dos vasos sanguineos
capilares.
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Estas alteragdes, de importancia critica para o entendimento do processo de
carcinogénese, ndo sdo totalmente caracterizadas.

A visdo do cancer como uma doenga essencialmente genética é apoiada pelo
fato de que as células tumorais apresentam alteracdes gendmicas especificas.
Adicionalmente, acredita-se que a suscetibilidade herdada possui um papel efetivo
no risco de desenvolvimento do cancer (Perera, 1997).

O Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco (CCECP)

Os carcinomas de células escamosas de cabeca e pescogo abrangem um
grupo heterogéneo de doengas do trato aerodigestivo superior que incluem o
cancer de labios; cavidade oral (mucosa bucal, gengivas, palato duro, lingua,
soalho da boca); faringe, que inclui orofaringe (amidalas, palato mole, base da
lingua), nasofaringe, hipofaringe; fossa nasal e seios paranasais; laringe (glotica e
supragldtica) e glandulas salivares (Schantz et al., 1993; Olshan et al., 2000).
Aproximadamente 40% dos canceres de cabeca e pescogo ocorrem na cavidade
oral, 25% na laringe, 15% na faringe, 7% nas glandulas salivares e 13% nos outros
locais (UICC, 1999). Aproximadamente 95% dos tumores se iniciam nas células
escamosas (Neville & Day, 2002).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), 60% dos pacientes, por
exemplo, com cancer de boca, que chegam aos hospitais credenciados, ja estdo nos
estadios III e IV, cujo tratamento nao serd curativo. Isso, porque ao diagndstico
acima
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de 40% dos pacientes ja tém um ou mais ganglios metastaticos. Além disso,
muitos pacientes apresentam risco aumentado de tumores secundarios (UICC,
1999).

Os sintomas clinicos iniciais incluem manchas esbranquicadas ou
avermelhadas, ou, ainda, ulceragdes superficiais assintomaticas localizadas nas
regides do labio, lingua, glandulas salivares maiores e menores, gengiva, soalho da
boca, mucosa da bochecha, vestibulo da boca, palato e tvula. Nos estadios
avangados, as dlceras ou tumoragdes sdao maiores, podendo infiltrar as estruturas
adjacentes (musculos, ossos, pele, nervos, etc.). Estas lesdes sdo dolorosas, de
sangramento facil e odor fétido. O paciente pode apresentar dificuldades de fala,
mastigacdo e degluticao, além de emagrecimento acentuado (UICC, 1999).

Embora considerados como uma tnica entidade histopatolégica, os CCECP
de diferentes localizagdes anatdmicas sdo distintos quanto ao padrdo de
crescimento, comportamento clinico e prognoéstico. Por exemplo, tumores de
cavidade oral, geralmente, sdo mais diferenciados que os carcinomas de
orofaringe. Além disso, carcinomas de orofaringe tém uma alta tendéncia a
recorrer localmente e gerar metdstases em contraste com os carcinomas de
cavidade oral e laringe (UICC, 1999). A base de lingua (localizada na orofaringe),
por exemplo, e o seio piriforme (na hipofaringe), sao locais comuns de neoplasia
maligna. Crescem em uma regido rica em vasos linfaticos, explicando o grande
nimero de metastase cervical precoce que acomete esses pacientes. Em geral, os
canceres de hipofaringe sdo mais agressivos que os tumores localizados em outros
sitios anatomicos da cabeca e pescoco. Os pacientes com canceres de faringe
mostram baixa taxa de sobrevida e sao de dificil tratamento (McMahon & Chen,
2003).
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E desconhecida a razao para a consideravel diversidade no comportamento
clinico e biolégico dos tumores nos diferentes sitios anatomicos, mas
provavelmente estd relacionada a altera¢des funcionais de diferentes conjuntos de
genes. Apesar da alta frequiéncia da doenca e da diversidade no comportamento
biolégico, ainda ndo estdo completamente estabelecidas quais alteracdes genéticas
estdo envolvidas na transformacdo ou progressdo das lesdes de cabeca e pescogo
(Canevari & Rogatto, 2004).

Etiologia e Epidemiologia

O CCECP é um cancer comum no mundo, estima-se que 500.000 novos
casos ocorrerdao anualmente (Greenlee et al., 2001). Para 2005, nos Estados Unidos,
foram estimados 29.370 novos casos para o cancer de cavidade oral e
aproximadamente 7.320 mortes pela doenca. Estes tumores apresentam altas taxas
de incidéncia e mortalidade na América do Sul, em particular na regido Sudeste do
Brasil. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) classifica os carcinomas de cabega e
pescoco como a sexta neoplasia mais incidente no  Brasil
(http:/ /www.inca.gov.br). Segundo o INCA, as estimativas para o ano de 2006
apontaram a ocorréncia de 472.050 casos novos de cancer, destes 138.570 atribuidos
ao Estado de Sdo Paulo. O cancer de cavidade oral atingiria 13.470 individuos,
sendo 10.060 do sexo masculino. Apesar dos avangos no diagndstico e tratamento
do cancer de cabega e pescogo, a sobrevida em cinco anos nao tem aumentado
significativamente (McMahon & Chen, 2003).
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A etiologia do cancer de cabega e pescoco é extremamente complexa, devido
a natureza multigénica da doenga e ao grande nimero de agentes ambientais
potenciais aos quais os individuos sdo expostos. O tabagismo e o etilismo tém sido
consistentemente associados a um aumento do risco de cancer de cabega e pescogo
(O'Neill & Fishbein, 1986). O risco relativo para quem usa bebida alcodlica de
maneira abusiva é estimado em 2 a 6 vezes, enquanto os que usam tabaco o risco
aumenta de 5 a 25 vezes dependendo da quantidade de cigarros/dia, do sexo e
diferencas raciais. O risco para o uso simultaneo do tabaco e &lcool aumenta para
15 a 40 vezes quando comparado a pessoas nao consumidoras (Lazarus & Park,
2000).

Varios estudos indicam a associacao entre o consumo de tabaco e o
desenvolvimento de carcinomas espinocelulares nas vias aerodigestivas superiores
(Sturgis & Wei, 2002; Goldenberg et al., 2004; Sturgis et al., 2004; Viswanathan &
Wilson, 2004). DeStefani et al. (1987) e Maier et al. (1992) ao estudarem pacientes
com carcinoma de laringe, verificaram que 96,5% e 97,2% dos individuos,
respectivamente, eram fumantes. Em 1977, Wynder et al, ao compararem
individuos fumantes e ndo fumantes, relataram um risco relativo mais elevado (30
vezes) para carcinomas da laringe, nos homens que fumavam pelo menos meio
mago de cigarros por dia ha mais de 10 anos. O uso da maconha também é visto
como um potencial fator de risco, principalmente entre os jovens (Schantz & Yu,
2002). O tabaco processado contém um numero superior a trés mil compostos,
incluindo 30 carcinégenos. Por outro lado, a fumaga gerada, quando o cigarro é
queimado, contém mais de quatro mil constituintes quimicos, havendo, dentre
esses, cerca de 50 carcindgenos. A diversidade quimica de compostos téxicos e
carcinogénicos na fumaca do cigarro leva a ambigtiidade acerca de qual deles é o
mais importante.
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Todavia, estudos sobre o mecanismo da carcinogénese induzida pelo tabaco
e a dosimetria efetuada em fumantes e mascadores de fumo indicam que os
hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (HAPs), as nitrosaminas especificas do
tabaco (NET) e as aminas aromaticas sdo os protagonistas no processo dos canceres
associados ao fumo. Os outros compostos carcinogénicos nos metabdlitos do
cigarro sdo os de particula alfa que emitem 210Po, tragos de metais, monéxido de
carbono, hidrogénio cianida e fenois. Estes agentes carcinogénicos sao convertidos
em metabolitos reativos capazes de interagir com o DNA pela acdo das enzimas
oxidativas (Shimada & Fujii-Kuriyama, 2004).

A duragao do habito tabagista é outro fator consideravel e associado ao
aumento linear para o risco de certos cdnceres tais como pulmdo e cabeca e
pescoco. O alcool pode levar a deficiéncias nutricionais, ao aumento da
suscetibilidade a carcin6genos e também a supressdo imunolégica. Além disso, ele
pode agir como um solvente e facilitar a penetragdo dos carcinégenos nos tecidos
alvo (Viswanathan & Wilson, 2004). Embora seja desconhecido o mecanismo pelo
qual o alcool induz a carcinogénese, ha evidéncias de que o acetaldeido, o primeiro
metabdlito apds a ingestao do alcool, tem um papel critico no desenvolvimento dos
canceres relacionados ao alcool (Lazarus & Park, 2000). As células basais e
epiteliais dos canceres do trato aerodigestivo superior devem também ser alteradas
por altas concentracdes de etanol diretamente na mucosa exposta e,
subseqiientemente, por concentragdes mais altas de carcindégenos e pro-
carcinégenos (Viswanathan & Wilson, 2004).

Além do consumo de tabaco e a exposigdo individual ao etanol, fatores
ocupacionais, radiagdes, bem como deficiéncias nutricionais e infec¢des virais,
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representam os fatores mais relevantes associados a etiologia desse tipo
tumoral (Varzim, 2000). Estudos epidemiolégicos relatam que o consumo de frutas
e vegetais ricos em vitaminas A e C e beta carotenos possuem um efeito benéfico
na prevencdo de carcinomas orais, enquanto a carne e a pimenta vermelha sao
consideradas fatores de risco (Franco et al., 1989; Scully & Porter, 2000).

Alguns tipos de virus como o HPV (papiloma virus humano), o Epstein-Barr
e o HTLV (associados a determinados tipos de leucemia e linfomas) também sao
considerados agentes passiveis de inducdo do cancer de cabeca e pescogo
(Sugerman & Shillitoe, 1997).

Em conjunto, estes fatores de risco ndo explicam adequadamente 5 a 10%
dos casos de CCECP. Esta disparidade sugere a existéncia de genes de
predisposicdo envolvidos na etiologia desses tumores. Evidéncias que reforcam a
idéia de predisposicdo genética incluem o risco aumentado de CCECP entre
parentes de primeiro grau de pacientes afetados, presenca da doenca em pacientes
jovens e de pacientes com CCECP sem histéria de exposicio a agentes
carcinogénicos conhecidos. Além disso, a presenca de multiplos canceres primérios
em um individuo é um indicador de predisposicao hereditaria para o cancer.
Quando ha histéria familial de CCECP em parentes de primeiro grau, o risco
aumenta 3 a 8 vezes (Foulkes et al., 1996).

Diferengas individuais geradas por polimorfismos em genes relacionados a
capacidade de metabolizar drogas, variagdes funcionais em enzimas
detoxificadoras e capacidade ineficaz de reparo a danos no DNA indicam que a

constituicdo genética deve aumentar a suscetibilidade de um individuo ao cancer
(Sturgis & Wei, 2002).
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A idade média de apresentacdo da doenga é de 64 anos e a maioria dos casos
de CCECP ocorre no sexo masculino. A razdo entre homens e mulheres é
aproximadamente 10:1 (Stewart & Kleihues, 2003). Estudos apontam o homem
como tendo 4 a 5 vezes mais chances de desenvolver o cancer de laringe e
hipofaringe do que as mulheres (Dobrossy, 2005). Isto porque os fatores de risco
principais para estes tipos de cancer estdo ligados ao hébito de fumar e consumir
bebidas alcodlicas (Viswanathan & Wilson, 2004). Entretanto, nos tltimos anos,
esta razdo tem-se mostrado em declinio. Na medida em que as mulheres estao
adquirindo estes habitos, porém, percebe-se que também estd aumentando o risco
da doenca e o nimero de casos no sexo feminino estd na ordem de 33,3% entre
1998 e 1999 (http:/ /cis.nci.nih.gov).

Estadiamento e progndstico

Os canceres de cabega e pescogo sdo classificados de acordo com o tamanho
e local de envolvimento da neoplasia primaria (T), nimero e tamanho das
metéstases para os linfonodos cervicais (N) e evidéncia de mestastases a distancia
(M). O Estadio I caracteriza-se por neoplasia primdria < 2 cm no maior didmetro ou
restrita a uma regido anatomica sem metdstases regionais ou distantes (T 1N oM o).
No Estadio II, a neoplasia primdria mede 2 a 4 cm no maior didmetro ou ha
comprometimento de duas areas de um ponto especifico (p.ex., laringe), sem
metéstases regionais ou distantes (T 2N oM o ). O Estadio III é caracterizado por
neoplasia primaria > 4 cm no maior didmetro ou comprometimento de trés areas
adjacentes numa regido especifica
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da cabega e pescogo e/ou uma metéstase do pescogo isolada, com didmetro
< 3 cm (T3No ou T1-3N1Mo). No Estadio IV, o cancer é macico, com invasao 6ssea e
cartilaginosa e/ou com comprometimento de uma regido adjacente a regido de
origem (por ex., da cavidade oral para a orofaringe), a metastase cervical mede > 3
cm; ha envolvimento de linfonodos bilaterais, contralaterais ou ipsilaterais
multiplos ou fixacdo aos tecidos adjacentes; e/ou existem evidéncias de metastases
a distancia (T1-4N13Mo-1). Os tumores exofiticos ou verrucosos respondem melhor
ao tratamento que as lesdes infiltrantes, ulcerativas ou induradas. A presenca de
metastases cervicais ou a distdncia estd associada a um indice de sobrevida
limitado. O grau de diferenciacao celular reflete o comportamento biolégico e é
classificado de I a IV, de modo que os tumores menos diferenciados recebem
graduagdo mais alta (Damm & Bouquot, 1998). Quanto menos diferenciado o
cancer, geralmente, maior é a chance de ocorrer metastases regionais e a distancia.
A invasdo de musculos, ossos ou cartilagem reduzem as taxas de cura
(Zakrzewska, 1999). A disseminagdo perineural, evidenciadas pela dor, paralisia
ou dorméncia, indica uma neoplasia altamente agressiva com uma propensao a
recorréncia. Com o tratamento apropriado, a sobrevida dos pacientes com cancer
do Estadio I, geralmente, se aproxima de 90%; no Estadio II, 75%; no Estadio III, 45
a 75%; e no Estadio IV é < 35%. O indice de sobrevida global aos 5 anos é 65% para
os pacientes com cancer epiderméide de cabeca e pescoco nos Estadios II e III,
limites superiores s6 sdo observados em canceres orais (estimada em 91%) e
inferiores em hipofaringe (sobrevida estimada em 31%). O indice cai para < 30%
para pacientes com envolvimento de linfonodos. Os pacientes com mais de 70 anos
de idade apresentam periodos mais prolongados
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sem a doenga e indices de sobrevida melhores que os pacientes mais jovens
(McMahon & Chen, 2003).

O comportamento tumoral é principalmente baseado no estadiamento TNM
a partir de consideragdes anatomicas. Essa classificagdo é principalmente utilizada
para determinar o prognoéstico do paciente e predizer a resposta ao tratamento
(Ludwig & Weinstein, 2005). Contudo, experiéncias clinicas revelam que, apesar de
classificados num mesmo grupo, tumores semelhantes podem ter diferentes
comportamentos e prognosticos. Assim, a investigacao de marcadores moleculares
em tumores primarios que possam predizer o comportamento tumoral, associada a
classificacdo TNM, é de grande importancia para o seguimento do paciente
(Ludwig & Weinstein, 2005).

Suscetibilidade e predisposicdo genética ao cancer

Inicialmente, a suscetibilidade genética ao cancer era atribuida
principalmente ao nivel de exposi¢ao aos xenobidticos, como aqueles presentes na
fumaca do cigarro ou em ambientes poluidos, entre outros (Weinberg, 1992).
Atualmente, acredita-se que o longo processo que conduz ao cancer, a partir da
exposigdo a xenobidticos, estd sujeito as variagdes individuais que por sua vez,
estdo sob controle genético. Desse modo, a suscetibilidade para o desenvolvimento
inclui tanto componentes ambientais quanto genéticos (Rossit & Conforti-Froes,
2002).

A maioria das neoplasias €, teoricamente, passivel de prevencao, uma vez
que achados epidemiolégicos apontam um grande namero de fatores etioldgicos
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ambientais, tais como a exposigdo esporadica ou seqtiencial a carcinégenos
quimicos, radiacdo ionizante e ndo ionizante e os estados inflamatérios cronicos
(bacterianos, virais ou parasitarios). O estilo de vida, particularmente o habito
tabagista e a dieta somam-se aos agentes causadores passiveis de controle,
constituindo importante alvo das campanhas de prevencdo (Sugimura, 2000).
Além destes, fatores como etnia, sexo, idade, status nutricional e de satde também
tém influéncia nas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer (Perera et al.,
1997).

Knudson (1985) propos a teoria dos oncodemes, que permite classificar os
individuos e as populagdes em quatro grupos quanto as participagdes dos fatores
ambiental e genético em seu risco de desenvolver o cancer: 1. Mutagdes ao acaso; 2.
Ambiental: contato com carcinégenos; 3. Ambiental/Genético: carcindgenos
ambientais agindo em individuos geneticamente suscetiveis e 4. Genético:
influéncia genética preponderante a ambiental. No quarto oncodeme, as mutagdes
conferem alto risco individual de um tipo particular de cancer em algum estagio
da vida, independente do ambiente. Os individuos desta populagdo sdo ditos
predispostos e constituem uma minoria. Por outro lado, existe um grupo maior de
pessoas que, comparativamente, tém menores chances de desenvolver neoplasias,
mas seus riscos ainda sdo mais elevados que os da populagdo geral, pois
respondem drasticamente a exposigdo ambiental. Esses sdo ditos suscetiveis,
pertencendo ao terceiro oncodeme (Knudson et al., 1991). Assim, a identificacao
precisa de marcadores de suscetibilidade e de genes de predisposicao é de
fundamental importancia na predicao de riscos (Albertini, 1999; Rossit & Conforti-
Froes, 2002).

As pesquisas no campo da epidemiologia molecular tém fornecido evidéncias
contundentes da contribui¢do do ambiente no surgimento do cancer humano e
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também sobre as situagdes de risco fortemente influenciadas pela
suscetibilidade genética. Os resultados obtidos de maneira rapida e eficaz pela
técnica da PCR (reagdo em cadeia da polimerase), os modelos laboratoriais in vitro
e in vivo, os ensaios bioquimicos e os dados epidemiolégicos possibilitam o calculo
dos riscos populacionais e individuais quanto ao desenvolvimento de neoplasias.
Estas informagdes podem permitir a intervencdo precoce e a implementacdo de
estratégias eficazes de prevengdo (Hussaim & Harris, 1998; Bonassi et al., 2000;
Partridge et al., 2005, Temam & Janot, 2006). Para tanto, faz-se necessario a
identificacio de biomarcadores como '"indicadores sinalizando eventos em
amostras ou sistemas biologicos" (Nebert et al., 1996).

O principio basico dos marcadores de suscetibilidade reside nas diferencas
individuais quanto a sensibilidade as doengas induzidas pelo ambiente. Esses
marcadores podem incluir caracteristicas genéticas, diferencas no metabolismo ou
a capacidade diferencial de um o6rgdo se recuperar de agressdes ambientais
(Taningher et al., 1999). Diferencas genéticas na capacidade das células em
repararem lesdes no DNA causadas por agentes ambientais ou diferencas na
capacidade de metabolizacdo de agentes mutagénicos/carcinogénicos podem estar
relacionadas a um risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias (Eubanks,
1994; Guenguerich, 2000).

Os dados do Projeto Genoma Humano trazem esperancas para a
compreensdo da interacdo entre os fatores genético e ambiental na suscetibilidade
ao cancer, e podem levar a melhoria e simplificacdo dos métodos de diagnoéstico de
doengas genéticas, a novas estratégias de prevencdo e tratamento das doencas.
Recentemente, 57 genes CYPs ativos e 58 pseudogenes foram descobertos por
iniciativas desse projeto, além
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de permitirem a identificagdo molecular de mutagdes e polimorfismos
genéticos que traduz-se para a satide publica como possibilidade de caracterizacao
da suscetibilidade individual ao cancer (Ingelman-Sundberg, 2005).

Polimorfismos Genéticos

Genes cujas variantes alélicas menos comuns exibem freqtiéncias superiores
a 1% sdo considerados polimorficos. O tipo mais comum de polimorfismo é a
substitui¢do de um tnico nucleotideo (em inglés, single nucleotide polymorphism
ou SNP). Estima-se a presenca de, pelo menos, 60 mil SNPs nas regides
codificadoras do genoma humano (cSNPs). Devido a degeneracdo do cddigo
genético (diferentes cédons codificam o mesmo aminoacido), alguns cSNPs ndo
resultam em modificacdo do aminoacido codificado e sdo entdo classificados como
sindbnimos. Os c¢SNPs ndo-sindnimos podem resultar em substituigdes
conservadoras (aminodcidos com propriedades fisico-quimicas semelhantes) ou
nao-conservadoras, estas ultimas associadas a alteracoes estruturais e funcionais
das proteinas codificadas (Eichler, 2006). Os polimorfismos genéticos denominados
funcionais podem levar a perda ou ao ganho de funcdo das proteinas codificadas,
embora a perda de funcdo seja mais freqiiente (Ingelman-Sundberg, 2004a).

No ambito da farmacogenética, ha iniimeros exemplos de cSNPs em vias
metabdlicas (citocromo P450 ou CYP e N-acetiltransferase ou NAT), em
transportadores (P-glicoproteina ou Pgp) e em receptores farmacolégicos (beta-
adrenérgicos, glicocorticéides). Entende-se como farmacogenética o estudo das
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variabilidades na resposta aos medicamentos devido a hereditariedade,
variabilidade atualmente explicada pelos polimorfismos genéticos (Landi et al.,
1999, Suarez-Kurtz, 2004; Carlton et al., 2006).

Os polimorfismos sdo amplamente estudados na identificagdo de fatores
genéticos que contribuam para a variabilidade observada entre individuos na
resposta farmacolégica, visando a individualizacdo da terapia medicamentosa do
cancer. Apesar dos avangos farmacolégicos no tratamento do céncer, a resposta a
quimioterapia é, na maioria dos pacientes, imprevisivel; a escolha de protocolos de
tratamento é frequientemente empirica; as doses sdo fixas e proximas da dose
maxima tolerada; os efeitos tdxicos sdo comuns e, ndo raramente graves. A
identificagdo de polimorfismos em vias metabdlicas, transportadores e receptores
de medicamentos permitem desenhar estudos clinicos dirigidos a grupos
selecionados de pacientes que retinam caracteristicas farmacogenéticas preditivas
de maxima resposta terapéutica com minima toxicidade. Isto permite a redugao do
tempo, do custo, da incidéncia e gravidade das reagdes adversas durante o
desenvolvimento clinico de novos farmacos (Ingelman-Sundberg, 2005).

Enzimas do biometabolismo e cancer

A maioria dos agentes carcinogénicos requer ativacao metabdlica antes de se
ligarem as biomoléculas (DNA, RNA e proteinas). Assim, as variagdes nos
processos de ativacdo e detoxicagdo de compostos quimicos e drogas tem um papel
crucial na carcinogénese (Eubanks, 1994). Disttrbios no equilibrio desses processos
podem
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explicar a variabilidade na resposta individual a exposicdo destes
compostos. A quantidade final efetiva de carcin6genos produzida depende da agao
competitiva entre os mecanismos de ativacdo e detoxicacdo, envolvendo as
enzimas que tomam parte nessas vias bioquimicas da célula (Georgiadis et al.,
2004).

A maquinaria de metabolizacdo xenobiética possui dois tipos de enzimas: as
de metabolismo oxidativo mediado ou de Fase [; e as enzimas conjugadas ou de
Fase II. Muitos compostos sdo convertidos a metabdlitos altamente reativos pelas
enzimas oxidativas da Fase I, que sdo principalmente enzimas da superfamilia do
citocromo P450 (CYPs). As reagdes da Fase Il envolvem a conjugagdo com um
substrato endoégeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato) pelas glutationa-S-
transferases (GSTs), UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATSs), que
agem como enzimas inativadoras dos produtos da Fase I, tornando os metabélitos
hidrofilicos e passiveis de excrecao (Nebert, 1991; Persson et al., 1995). O equilibrio
entre as enzimas que aumentam a toxicidade (ex., produto dos genes CYP1Al,
CYP1A2, CYP2D6, CYP2ELl) ou inativam ou detoxificam (ex., GSTT1, GSTM1,
NAT) os produtos quimicos pode conferir sensibilidade individual diferenciada
(Albertini, 1999).

A superfamilia de genes do citocromo P450 (CYPs) representa uma das
principais classes de biotransformagao da Fase I, composta por mais de 500
isoenzimas. Tais monooxigenases participam tanto da biossintese como da
degradagao de esterdides, acidos graxos, prostaglandinas, aminas, ferormoénios e
metabdlitos  vegetais. Metabolizam  ainda,  inGmeras  drogas e
carcindgenos/mutagenos quimicos, entre outros poluentes ambientais. Essas
reagOes ocorrem, principalmente, no figado; contudo existe expressao nao hepética
em menor grau por todo o organismo, incluindo intestino, pulmao e rim, entre
outros. Os CYPs podem nao apenas catalisar
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diferentes reacdes oxidativas, como também metabolizar uma variedade de
xenobioéticos lipofilicos (Nebert, 1991; Lin, 2006; Nebert & Dalton, 2006).

Uma vez que muitas dessas enzimas tém expressdo induzida, tanto o agente
indutor como o mecanismo molecular de indugdo podem variar, tornando
perigosa qualquer generalizacdo. Muitas das substancias que agem como indutoras
sdo, em realidade, substratos para a enzima P450 que as induzem, estimulando
assim seu proprio metabolismo, bem como o de qualquer outro composto que seja
substrato da mesma enzima P450. Além disso, muitos compostos que induzem as
enzimas P450 podem também induzir uma ou mais enzimas da Fase II (Rogers,
1994). Compostos endodgenos relevantes durante o processo de diferenciacdo da
célula transformada até o estdgio maligno, também sofrem transformacdo pela
familia P450 (Rannug et al., 1995).

Dentre as enzimas denominadas de Fase II, envolvidas nos processos de
desintoxicagdo, as glutationas transferases (GSTs) desempenham um papel
predominante no metabolismo celular, bem como na modificacdo de compostos
eletrofilicos reativos, tanto pela conjugacdo com as glutationas como também por
ligacdo ndo covalente com vérios agentes xenobiéticos, incluindo carcinégenos e
drogas citotdxicas, como os hidrocarbonetos arométicos policiclicos presentes na
dieta alimentar e na fumaga dos cigarros, impedindo a ligacdo destes ao DNA
(Strange & Fryer, 1999; Nakazato et al., 2003). Ha evidéncias que variacdes no
metabolismo de carcinégenos, causados por polimorfismos em genes da fase I,
combinados com o genétipo nulo de genes da fase II, podem predispor um
individuo ao desenvolvimento de cancer no trato aero-digestivo superior e
pulmao, especialmente em fumantes (Bolt & Thier, 2006).
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Os estudos caso-controle representam uma abordagem inicial e uma das
principais fontes de evidéncias para a avaliagdo entre polimorfismos genéticos e
exposicdo a agentes xenobidticos na determinagdo do risco relativo de
desenvolvimento de canceres comuns. Os estudos epidemiol6gicos modernos que
avaliam os fatores genéticos associados a suscetibilidade ao céncer incluem
determinagdes genotipicas baseadas na andlise direta do DNA obtido
principalmente do sangue periférico. Esta abordagem metodolégica foi facilitada
pelo desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, contornando as
dificuldades metodolégicas inerentes as determinacgdes fenotipicas. Com estes
avangcos, a genotipagem dos polimorfismos de varias enzimas metabolizadoras de
agentes xenobidticos tornou-se exeqiiivel e utilizada de forma crescente na
avaliacdo da suscetibilidade ao cancer. A aplicacdo deste conhecimento basico
permitird identificar na populagdo subgrupos de individuos com risco diferencial
ao desenvolvimento de carcinomas que devem ser o alvo principal de campanhas
de prevencdo. No conjunto, estes dados poderdao se mostrar de grande impacto,
pois se sabe que a associacdo de varios produtos génicos que atuam em diferentes
vias de detoxicacdo de agentes carcinogénicos determina o perfil de suscetibilidade
individual (Ingelman-Sundberg, 2005).
Enzimas de fase I - Familia Citocromo P 450

P450 é o nome dado a uma classe de citocromos que sao controlados por
genes denominados CYPs (Nebert, 1991). Este nome se refere ao termo pigmento,
que
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originou o P, e ao pico de absorcdo de 450nm deste composto, medido por
espectrofotometria (Omura & Sato, 1964; Remmer & Merker, 1965). A superfamilia
de genes do citocromo P450 codifica numerosas enzimas que catalisam uma
notavel variedade de reagdes quimicas envolvendo um grande ndamero de
substratos. Todos os genes desta superfamilia evoluiram a partir de um ancestral
comum, ha cerca de dois bilhdes e meio de anos (Ingelman-Sundberg et al., 1999).
Este é considerado o sistema biolégico de catalizacdo mais versatil conhecido
(Robert et al., 2005).

Nos mamiferos, esse sistema enziméatico encontra-se em todos os tecidos
examinados, embora em maior abundéncia no tecido hepatico (Rogers, 1994). Em
nivel celular é encontrado predominantemente no reticulo endoplasmaético e nas
mitocondrias. No genoma humano ha 57 genes codificadores de enzimas P450,
incluidos em 18 familias, e cerca de 6 deles estio envolvidos na codificacdo de
enzimas que metabolizam compostos exdgenos (Ingelman-Sundberg, 2004b;
Nebert & Dalton, 2006). Os substratos para o CYP450 incluem vitaminas,
esterdides, acidos graxos, prostaglandinas, aminas e xenobiéticos, tais como drogas
(incluindo antibidticos), carcinégenos ambientais, antioxidantes, solventes,
anestésicos, corantes, pesticidas, produtos derivados de petrdleo, alcodis, entre
outros.

A maioria das reagdes inicia-se com a transferéncia de elétrons da NAD(P)H
para o citocromo P450 NADPH redutase, no sistema microssomal ou para a
ferredoxina redutase e, entdo, para o citocromo P450. Isso leva a uma ativagdo
reduzida do oxigénio molecular, seguido da inser¢do de um atomo de oxigénio no
substrato. Os citocromos podem ndo apenas catalisar diferentes reacdes oxidativas,
como também metabolizar uma variedade de xenobidticos lipofilicos (Nebert,
1991; Lin & Lu, 1998) que conduzem a formagao de compostos mais polares, mais
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facilmente excretdveis diretamente, ou apds conjugacdo com agentes
hidrossoltiveis, como o acido glicurdnico e a glutationa. A conjugacdo representa o
processo de detoxificagdo, contudo grande parte dos compostos estranhos é
convertida, mediado pelo CYP450, a produtos com poder aumentado de
citotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade.

As isoenzimas P450 estao divididas em familias, com base em sua relacao
evolutiva determinada pelo grau de homologia de genes individuais e,
conseqiientemente pela composicdo dos aminoacidos nas proteinas. Os genes
CYP1A1, 1A2, 1B1, 2D6, 2E1 e 3E4 sdo polimorficos. Devido a capacidade
individual de metabolizacdo das toxinas ser alterada por variantes alélicas, o
polimorfismo genético das enzimas codificadas por estes genes tem sido proposto
como biomarcador de suscetibilidade a carcinégenos ambientais e a toxicidade
(Topic et al., 2000; Miller et al., 2001).

O Gene CYP1A1

O gene CYP1A1 estd mapeado em 15q22-24 (Hildebrand et al., 1985) e
possui 6311pb. Esse gene contém 7 éxons e 6 intros (Evans, 1993) (Figura 1). Até o
presente, sdo conhecidos 15 SNPs que caracterizam as variantes alélicas: *1A, *1B,
*1C, *2A, *2B, *2C, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, sendo os polimorfismos mais
estudados: o Mspl (*2A) e o que leva a troca de aminoacidos Ile-Val (*2C)
(http:/ /www.imm.ki.se/ CYPalleles) (Tabela 1).
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Figura 1. Esquematizacdo do gene CYP1Al e alguns dos seus sitios de restricao

(modificado de Kawajiri, 1999).

Tabela 1 - Nomenclatura e caracteristicas do gene CYP1A1 e sua proteina.

Alelo

CYP1A1*1A

CYP1A1*1B

CYP1A1*1C

CYP1A1*2A

CYP1A1*2B

CYP1A1*2C

CYP1A1*3
CYP1A1*4
CYP1A1*5
CYP1A1*6
CYP1A1*7

CYP1A1*8
CYP1A1*9
CYP1A1*10
CYP1A1*11

Proteina

CYP1A11

CYP1A11

CYP1A1.1

CYP1A11

CYP1A1.2

CYP1A1.2

CYP1A1.1
CYP1A1.4
CYP1A1.5
CYP1A1l.6
CYP1A1.7

CYP1A1.8
CYP1A1.9
CYP1A1.10
CYP1A1.11

(Fonte: http:/ /www.imm.ki.se/CYPalleles)

Alteragao
nucleotidica

-3219
T
-3229
G>A
3801 T>C
(MspI)
2455
A>G;
3801 T>C
2455 A>G
(Ile-Val)
3205 T>C
2453 C>A
2461 C>A
1636 G>T
2346_2347
insT
2414T>A
2461C>T
2500C>T
2546C>G

Denominagao
mais comum

Tipo
selvagem

M1

M2

M3
M4

shift

Efeito

1462

1462

T46!
R46:
M33

fran

1448
R46:
R47’
P49:
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O polimorfismo detectado pela enzima de restricdo Mspl, abordado neste
estudo, trata-se de uma transicdo T para C na posicdo 3801 (Spurr et al., 1987) e
tem sido associado, experimentalmente, com o aumento da atividade catalitica
(Landi et al., 1994).

A enzima CYP1A1l é considerada a principal enzima extra-hepatica em
humanos e estd presente em muitos tecidos epiteliais (Bartsch et al., 2000). Esta
envolvida na ativagdo da maioria das classes de proé-carcindgenos do tabaco e
encontra-se induzida em pulmao, em linfécitos e placenta apés exposicao aos HAP
(Lin, 2006).

Polimorfismos no gene CYP1Al tém mostrado aumento da atividade
catalitica microssomal, por converter pré-carcindégenos, incluindo os HAPs, em
aminas aromaticas (Bartsch et al., 2000).

A indugdo do CYP1A1 ocorre via ligacdo do composto indutor ao receptor
de hidrocarbonetos de arila (AHR); o receptor ativa a transcricdo de varios genes
que codificam proteinas envolvidas na metabolizacdo de xenobiéticos (Kawajiri et
al., 1993). A bioativagdo de varios HAPs é iniciada com a estimulacdo do receptor
Ah e este, por sua vez, ativa a transcricao da P4501A1, epdxido hidrolase e outras
enzimas (Robert et al., 2005). Tanto a atividade de catalisagdo quanto o modo de
inducdo parecem ser altamente conservados em animais superiores, confirmando
sua importante funcao fisiologica.

A freqiiéncia dos alelos do gene CYP1Al é variada entre os diferentes
grupos étnicos, como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Freqtiéncia do polimorfismo no gene CYP1Al em diferentes
grupos étnicos.
CYP1A1 CAUCASIANOS ASIATICOS
Selvagem 82,5% 42%
CYP1A1*1A/
CYP1A1*1A
Heterozigoto 16,5% 44 %
CYP1A1*1A/
CYP1AT1*2A
Homozigoto (mutado) 1,2% 14%
CYP1A1*2A/CYP1A1*2A

Fonte: Garte et al. (2001), com modificacoes.

Varios estudos indicam a associacdao entre as variantes do gene
CYP1A1l e o aumento do risco para cancer de laringe (Kellermann et al., 1973;
Gajecka et al., 2005) e tumores mais diferenciados (G1/G2) em céncer de laringe
(Matthias et al., 2006), cavidade oral (Sugimura et al., 2006), renal e de uretra
(Emery et al., 1978; Gahmberg et al., 1979; Kouri et al., 1982; Korsgaad et al., 1984),
pulmao (Kawajiri et al., 1990; Hayashi et al., 1992), esofago (Wu et al., 2002) e em
leucemia (Voso et al., 2005).

A existéncia de diversos polimorfismos ja detectados no CYP1A1 ressalta a
necessidade de verificacdo dos haplétipos decorrentes das varias combinagdes
possiveis e do impacto de cada um deles como moduladores da suscetibilidade ao
cancer.

O Gene CYP1A2

O gene CYP1A2 estda mapeado em 15q22-qter e estd distribuido em 7 éxons e
6 introns (Figura 2). Os éxons 2, 4, 5 e 6 chegam a ser de 80 a 91% semelhantes nos
genes CYP1A1 e CYP1A2, respectivamente (Landi et al., 1999). Seu produto é a O-
dietilase fenacetina que possui 7,8 kilobases. Apresenta 34 SNPs que caracteriza as
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variantes alélicas: *1A, *1B, *1C, *1D, *1E, *1F, *1G, *1H, *1], *1K, *1L, *1M,
*IN, *1P, *1Q, *1R, *1S, *1T, *1U, *2, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *13E, *14,
*15 e *16 (http://www.imm.ki.se/CYPalleles) (Tabela 3). As variantes abordadas
neste estudo foram *1A (com a atividade enziméatica normal), *1C e *1D. Os
polimorfismos CYP1A2/A*1C e CYP1A2/B*1D ocorrem na regido 5 do gene
CYP1A2. No primeiro ha uma substituicdo em ponto da base guanina (tipo
selvagem) para a base adenina (tipo mutado) na posicdo -2964 (-2964G>A)
(Nakajima et al., 1994a). No segundo, ha uma dele¢do de uma timina na posicdo -

1569 (-1569 delT) (Nakajima et al., 1999).

Figura 2. Esquematizacdo do gene CYP1A2 e os sitios polimorficos

estudados.

Tabela 3. Nomenclatura alélica do CYP1A2 e sua proteina.

Sitio
polimérfico
Ddel
CYP1A2/A

Alelo

CYP1A2*1A
Selvagem

CYP1A2*1B
CYP1A2*1C

CYP1A2*1D

CYP1A2*1E
CYP1A2*1F

Proteina

CYP1A21

CYP1A21
CYP1A2.1

CYP1A2.1

CYP1A2.1
CYP1A2.1

Locus Efeito

polimérfico

G>A

delT

Nenhum -

1545T>C -
-2964 -

-1569 -

-740T>G -
-163C>A -

Atividade
Enzimatica
Normal

Diminuida

Inducibilida
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aumentada

CYP1A2*1G CYP1A2.1 -740T>G; - -

1545T>C
CYP1A2*1H CYP1A2.1 951A>C; - -

1545T>C
CYP1A2*1] CYP1A2.1 -739T>G ; - -

-163C>A
CYP1A2*1K CYP1A2.1 -739T>G; - Diminui

-729C>T; 163C>A
CYP1A2*1L CYP1A2.1 -
3860G>A; -
2467delT; -
163C>A;
5347T>C
CYP1A2*IM CYP1A2.1 -163C>A; - -

2159G>A
CYP1A2*IN CYP1A2.1 -
3594T>G; -
2467delT; -
163C>A;
2321G>C;
5521A>G;
5347T>C
CYP1A2*1P CYP1A2.1 -
3594T>G; -
2467delT; -
733G>C; -
163C>A;
2321G>C;
5521A>G;
5347T>C
CYP1A2*1Q CYP1A2.1 -
2808A>C; -
163C>A;
2159G>A
CYP1A2*1R CYP1A2.1 - - -

3594T>G; -

2467delT; -

367C>T; -

163C>A;

2321G>C;

5521A>G;

5347T>C
CYP1A2*1S CYP1A2.1 -
3053A>G;
5347T>C
CYP1A2*1T CYP1A2.1 -
2667T>G;
5347T>C



CYP1A2*1U

CYP1A2*2
CYP1A2*3

CYP1A2*4

CYP1A2*5
CYP1A2%6

CYP1A2*7

CYP1A2*8

CYP1A2%9
CYP1A2*10
CYP1A2*11

CYP1A2.1

CYP1A2.2
CYP1A2.3

CYP1A24
CYP1A2.5
CYP1A2.6
CYP1A2.7

CYP1A2.8

CYP1A2.9

CYP1A2.10
CYP1A2.11

678C>T;
5347T>C
63T>C

2385G>A;
5347T>C
2499A>T
3497G>A
5090C>T
3534G>A

5166G>A;
5347T>C
248C>T

502G>C
558C>A

F21L
D348N

I386F
C406Y
R431W
Defeito
splicing
R456H

T83M
E168Q
F186L

Diminuic

Diminuic
Diminuic

Diminuic

Diminuic

Diminuic
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CYP1A2*12 CYP1A2.12 634A>T S212C

CYP1A2*13 CYP1A2.13 1514G>A G299S

CYP1A2*14 CYP1A2.14 5112C>T T438I

CYP1A2*15 CYP1A2.15 125C>G; P42R
5347T>C

CYP1A2*16 CYP1A2.16 2473G>A; R377Q
5347T>C

(Fonte: http:/ /www.imm.ki.se/CYPalleles)

Este gene é induzido pelo 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e pelo
HPA. A atividade do CYP1A2 pode influenciar a suscetibilidade individual ao
risco de cancer e a eficicia terapéutica de algumas drogas, pois muitos
medicamentos podem inibir o gene CYP1A2 levando a toxicidade aguda. Também
é induzido pela exposicdo a organoclorados (Tabela 4), a atividade fisica intensa e
a dietas ricas em frituras e carnes cozidas em excesso (Loft et al., 2001).

Tabela 4. Distribuicdo tecidual e indutores dos genes CYP1A1 e CYP1A2.

Tecido Indutores Enzimaticos
CYP1A
Pulmao, Fumaca de cigaro, bifendis
CYP1A1 placenta, linfécitos, =policlorinados, dioxina, flavonas,
laringe, rim, figado derivados do indol, UV
fetal.
CYP1A2 Figado e Carnes cozidas em excesso,
mucosa olfatéria fumaca de cigarro, omeprazol,

fenitoina, pancreatite crdnica,
bifendis polibromanados, dioxina,
organoclorados, atividade fisica
intensa, dieta rica em frituras

Fonte: Landi et al. (1999), com modificacoes.

A descoberta das variantes alélicas do gene CYP1A2 foi relacionada a
canceres coloretal (Lang et al., 1994; Sachse et al., 2003), bexiga (Lee et al., 1994),
pulméo (Kellermann et al., 1980), rim (Cheung et al., 1999) e pancreas (Li et al.,
2005).

Diminuida

Diminuida



25 Olivieri, EHR Introducao

Ha evidéncias do seu envolvimento em interacoes medicamentosas
(Flockhart & Tanus-Santos, 2002) e reacdes adversas a drogas (Rademaker, 2001),
mas hd poucos estudos na avaliagdo de suscetibilidade ao cancer. Entretanto, ha
evidéncias de que a atividade do gene CYP1A2 pode ser um fator de risco ao
desenvolvimento de cénceres em tecidos que estdo em contato com os
carcinégenos (Pavanello et al., 2002).

O Gene CYP2E1

O gene CYP2E1 estd mapeado em 10q24.3-qter (McBride et al., 1987) e
contém 11413 pb e 9 éxons (Umeno et al., 1988). O gene CYP2E1 apresenta 13 SNPs
que caracterizam as variantes: *1A, *1B, *1C, *1D, *2, *3, *4, *5A, *5B, *6, *7A, */B e
*7C (http:/ /www.imm.ki.se/ CYPalleles) (Tabela 5).

Tabela 5. Nomenclatura do CYP2E1, sua proteina e outras caracterisitcas.

Alelo Proteina Locus RFLP
polimoérfico
CYP2E1*1A CYP2E1.1 Nenhum -
CYP2E1*1B CYP2E1.1 9896C>G Taql-
CYP2E1*1C CYP2EL.1 6 repeticdes -
em 5
CYP2E1*1D CYP2E1.1 8 repetigdes Dral e
em 5 Xbal
CYP2E1*2 CYP2E1.2 1132G>A -
CYP2E1*3 CYP2E1.3 10023G>A -
CYP2E1*4 CYP2E1.4 4768G>A -
CYP2E1*5A CYP2E1.1 -1293G>C; Pstl+
-1053C>T Rsal- Dral-
(c1>c2);

7632T>A

Ativid
Enzim

Normal

1

ingestdo de alcc
Reduzi
Normal
Normal
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CYP2E1*5B CYP2E1.1 - Pstl+
1293G>C; Rsal-
1053C>T (c1>c2)

CYP2E1*6 CYP2EL1 7632T>A Dral-

CYP2EI*7A CYP2EL1 333T>A -

CYP2E1*7B CYP2EL1 71G>T; -
-333T>A

CYP2E1*7C CYP2EL1 - -
333T>A; -
352A>G

(Fonte: http:/ /www.imm.ki.se/CYPalleles)

O sitio polimérfico detectado pelas enzimas Rsal/Pstl (CYP2E1*5B),
localizado na regido de regulacdo da transcricdo diferencia o alelo CYP2E1*1A tipo
selvagem (c1) do alelo raro CYP2E1*5B (c2). Este SNP encontra-se mapeado na
regido 5 que flanqueia o gene (Hayashi et al.,, 1991). A mudanca de nucleotideo
afeta a ligacdo do fator de transcricdo e altera a sua regulacdo, sugerindo uma
explicagdo molecular para as diferengas interindividuais na atividade de oxidacgao
de alguns substratos (Hayashi et al., 1991; Hirvonen et al., 1993). Essa alteracdo
resulta em diferentes niveis de expressio de mRNA do CYP2El. Enquanto
Hayashi et al. (1991) associaram esse SNP com aumento da transcrigdo do gene ou
ao risco de desenvolvimento do carcinoma oral (Liu et al., 2001), outros autores
ndo observaram tal associacdo (Powell et al., 1998; Marchand et al., 1999; Matthias
et al., 1999; Gajecka et al., 2005).

O CYP2E1 é o principal responsavel pela ativacdo metabdlica de muitos
carcindgenos de baixo peso molecular, incluindo certas nitrosaminas, as quais
podem estar envolvidas na carcinogénese de alguns tipos tumorais (Yang et al.,
2005). A proteina CYP2E1 é uma das principais responsaveis pela oxidacao do
etanol, produzindo radicais livres reativos que podem iniciar a peroxidagao
lipidica e conseqiientemente influenciar na carcinogénese (Albano et al., 1991;
Persson et al., 1993).
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O gene CYP2E1 é expresso nos tecidos do trato aerodigestivo superior
(Carriéri et al., 1996) e devido a sua fun¢do na ativagdo de proé-carcinogénicos,
especialmente de N-nitrosaminas, é um excelente candidato na avaliagdo de risco
de carcinomas de cabeca e pescoco.

Enzimas de fase II - Glutationa-S- Transferases

As GSTs sdo importantes no processo do sistema de detoxificagdo celular.
Essas enzimas pertencem a uma familia de proteinas diméricas solaveis e
multifuncionais que catalisam a reagdo de conjugacdo da glutationa (GSH) com
diferentes espécies de compostos eletrofilicos, impedindo a ligacdo destes ao DNA,
e tornando-os mais facilmente excretaveis (Persson et al., 1995). Tais compostos
eletrofilicos reativos podem ser resultantes ainda, de processos endégenos,
iniciados, por exemplo, na respiracdo e em processos inflamatoérios, ou ainda, por
radiacdo ionizante com a producdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo
radicais superéxido e hidroxila. Acredita-se que essas enzimas desempenham uma
funcdo protetora contra radicais livres (Taningher et al., 1999). Desempenham,
também, papel na modulacdo da ativagdo de enzimas e proteinas importantes para
determinadas fungdes celulares como o reparo a danos no DNA. As GSTs, estao
envolvidas na detoxificacdo de vérios carcindégenos potenciais do tabaco e outros
hidrocarbonetos aromaticos (Engel et al., 2002; Zheng et al., 2002). A ativacdo do
benzo [a] pireno resulta na transformacdo em 7,8-diol-9,10-ep6xido, um conhecido
substrato para o GSTM1 (Conforti-Froes, 2004). Varios quimioterapicos sao
também
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substratos para os GSTs e, neste caso, a sua conjugacdo pode levar a uma
diminuicdo do efeito e a ocorréncia de resisténcia celular aos seus efeitos
(Wormhoudt et al., 1999). E provavel que diferencas hereditarias nas atividades
dessas enzimas, decorrentes de polimorfismos genéticos, modulem o risco de
cancer devido a exposicdo a agentes ambientais como a fumaca do cigarro,
poluicao e consumo de alcool (Vineis et al., 1999).

As glutationas transferases estdo presentes na maioria dos organismos
vivos, incluindo as bactérias, leveduras, fungos e plantas. A classificacdo destas
enzimas é baseada na especificidade de substrato, seqtiéncia de aminoacidos e
comportamento cinético da enzima. Foram descritas sete classes distintas de GSTs
soltiveis, seis das quais sdo citosolicas e conhecidas como alfa, teta, mu, pi, kapa e
zeta, sendo a outra classe ligada a membrana. A classe teta é a mais antiga,
supondo-se que um gene ancestral teta sofreu duplicagdo precoce antes da
divergéncia de fungos e animais. Duplicacdes posteriores originaram as outras
classes de GSTs. Sao encontrados no citoplasma em microssomos e mitocondrias
de todas as células eucaridticas e procariéticas e sdo expressos em altos niveis no
figado, onde representam mais de 4% das proteinas soltaveis totais. Ocorrem em
menores concentragdes em outros o6rgdos como pulmodes e intestino delgado
(Mcllwain et al., 2006).

Entre as proteinas citosélicas, merecem destaque, com relacdo a
suscetibilidade ao cancer, as GSTM1 (classe mu), GSTT1 (classe teta) e GSTP1
(classe pi).

As GSTM1 e GSTT1 possuem acao coordenada uma vez que detoxificam os
muitos produtos das reagdes catalisadas pelos CYPs ou da peroxidagdo de lipideos
e
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do DNA, gerados do estresse oxidativo. Estas duas GSTs sdo sujeitas a
delecdo completa dos genes que a codificam.

Além da atividade catalitica bem caracterizada, algumas dessas isoenzimas
podem regular a atividade mitética de algumas proteinas quinases (Mcllwain et
al., 2006). Dessa forma, a expressao diferenciada das isoenzimas GSTs pode
influenciar a suscetibilidade, o progndstico e o tratamento no cancer (Mcllwain et

al., 2006).

O Gene GS5TM1 e o0 Gene GSTT1

O gene GSTM1 estd mapeado em 1p13.3; é polimérfico na populagao
humana, com dois alelos funcionais (GSTM1*a e GSTM1*b) que diferem em uma
simples base no éxon 7 levando a uma substituicdo do aminoacido Lys pela Asn
sem causar diferenca funcional entre os alelos, e um alelo com atividade nula
(GSTM1*0), respectivamente, sendo que aqueles funcionais tém a mesma eficacia
metabdlica.

O gene GSTT1 estd mapeado em 22q11.2, e assim como o gene GSTM1,
também ¢é polimorfico na populagdo humana, podendo apresentar fenétipo nulo
por delecdo. A delecdo em homozigose do gene GSTM1 é observada em taxas que
variam entre 20 a 70% nas diferentes populacdes investigadas, enquanto para o
GSTT1 essa taxa é de 15 a 38% (Rossit & Conforti-Froes, 2000; Sharma et al., 2006).
Individuos com auséncia da capacidade de produzir as enzimas GSTM1 e GSTT1
acumulam muitos aductos de DNA pela ineficiéncia de excregdo de carcinégenos
ativados, tais como o 7,8-diol-9,10-epdxido.
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Em uma proporgao substancial da populacdo caucaséide é encontrada a
delecdo homozigoética dos genes de GSTT1 e GSTT1, que resulta na falta da
produgdo destas isoenzimas (Zheng et al., 2002). Um alelo ndo funcional GSTT1
(GSTT1*0) é o resultado de uma delegdo completa ou parcial do gene e a enzima é
completamente ausente em homozigose (GSTT1*0/0). A auséncia da atividade
enzimatica em genétipos nulos foi comprovada por ensaios revelando mais de 94 %
de concordancia entre fenétipo e genétipo (Zhong et al., 1991; Bruhn et al., 1998).
Portadores de delecdo homozigota sdo categorizados em fenétipo nulo, enquanto
que aqueles que apresentam um ou outro alelo funcional sdo agrupados no
fenétipo positivo.

Sprenger et al. (2000) delinearam uma metodologia baseada na PCR e
seqlienciamento para descriminar individuos com genoétipo GSTT1 com delecdo
homozigota (*0/0), heterozigotos (*A/0) e homozigotos selvagem (*A/A). Os
autores encontraram em uma populacdo caucaséide de 180 individuos uma
distribuicao de alelos que segue o equilibrio de Hardy-Weinberg: 20% *0/0, 46%
*A/0 e 34% *A/A. ComparacOes genétipo-fenétipo demonstraram uma heranca
codominante por um efeito dose-gene: amostras com os dois alelos ativos
apresentavam uma atividade de expressdo estatisticamente superior quando
comparadas as amostras com presenca de um ou nenhum alelo ativo.
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CYPs e GSTs em Carcinomas de Cabeca e Pescoco

Relatos em literatura tém associado o CCECP a diferentes genes
polimérficos envolvidos no metabolismo (Engel et al., 2002). Um resumo dos genes
abordados neste estudo, correlacionando-os ao risco de desenvolvimento de
CCECP, encontra-se na Tabela 6.

H4 um ndmero limitado de relatos correlacionando o gene CYP1A1 e o risco
de desenvolvimento de cancer de cabeca e pescogo (Olshan et al., 2000; Hahn et al.,
2002; Kao et al., 2002; Matthias et al., 2002; Gronau et al., 2003a; Ali et al., 2004; para
revisdo: Agundez, 2004; Gajecka et al., 2005; Matthias et al., 2006; Sugimura et al.,
2006) e alguns apresentam resultados contraditérios. Sato et al. (2000) e Tanimoto
et al. (1999) relataram que o genétipo CYP1A1*2A /CYP1A1*2A era mais freqiiente
nos pacientes com CCECP do que no grupo controle. Além disso, esses pacientes
consumiam doses mais baixas de cigarro que os pacientes com gendtipos
CYP1A1*1A/CYP1A1*1A e CYP1A1*1A/CYP1A1*2A. Isso também foi observado
por Nakachi et al. (1993), que sugeriram que isso poderia refletir uma relagdo dose-
resposta da reagdo enzimatica. Outra interpretacdo menos provavel seria que
individuos com o genétipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A teriam, geneticamente, um
alto risco ao carcinoma independentemente do consumo do cigarro. O
polimorfismo CYP1A1*2C foi significativamente diferente entre pacientes jovens
com cancer de cavidade oral e lesdes orais pré-cancerosas do que em controles
(Kao et al., 2002). Georgiadis et al. (2004) encontraram uma relagdo direta entre o
gendtipo mutado CYP1A1*2A em individuos expostos ao tabaco com maiores
niveis de aductos no DNA e aumento de células com morfologia aberrante.
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Vaérios estudos indicam uma associacao entre as variantes do gene CYP1A1l
e o aumento do risco para cancer de laringe (Kellermann et al., 1973), cavidade oral
Tanimoto et al., 1999; Sato et al., 2000) e cabeca e pescoco (Park et al., 1997;
Matthias et al., 1998; Olshan et al., 2000; Gattés et al., 2006).

Adicionalmente, estudos em CCECP referente a combinagdo dos genodtipos
CYP1A1*2C/CYP1A1*2C e GSTM1*nulo (delecdo para a enzima metabolizadora
glutationa S-transferase) revelaram riscos elevados, sendo maior que os relativos
aos genes CYP1Al e GSTM1 separadamente (Sato et al., 2000). Sreelekha et al.
(2002) num estudo de pacientes indianos com cancer oral verificaram que a
freqtiéncia de distribuicdo do gendtipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A, GSTM1 e GSTT1
nulos era significativamente diferente dos controles podendo conferir um risco
aumentado ao desenvolvimento deste cancer. Outros relatos ndo encontraram
associacdo entre polimorfismos genéticos em CYPs e GSTs em carcinomas de
cabega e pescoco (Oude-Ophuis et al., 1998, Cheng et al., 2003).

Alberg et al. (2000) observaram uma associacdo entre os gendtipos
GSTT1*nulo e NAT?2 (acetilagao lenta) como fatores de risco associados a fumaga
do cigarro em pacientes com carcinomas de cabeca e pescogo.
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Xie et al. (2004) estudaram os polimorfismos nos genes
CYP1A1(CYP1A1*2C), GSTM1 e GSTT1 em pacientes com cancer de cavidade oral
quanto ao consumo de tabaco numa populacdo de Porto Rico. O risco de cancer de
cavidade oral foi proporcional ao aumento do consumo de tabaco em pacientes
com o genétipo GSTM1*positivo. Contrastando com alguns dados da literatura, os
autores concluiram que o genétipo GSTM1*positivo estaria associado com o
aumento do risco para o desenvolvimento de cdncer oral em individuos com
consumo de grandes quantidades de tabaco quando comparado ao genoétipo
GSTM1*nulo.

Gronau et al. (2003b) demonstraram que pacientes com céncer de laringe
apresentavam genotipo GSTM1*nulo mais freqiientemente do que os controles. A
coincidéncia de genétipos GSTT1 e GSTM1 nulos era duas vezes mais freqiiente
em casos do que controles. Os autores sugeriram que a deficiéncia simultanea de
varias enzimas de detoxificacdo aumenta o risco de CCECP em individuos
expostos ao tabaco e alcool.

Em um estudo de 2005, Geisler et al., avaliaram os polimorfismos nos genes
GSTT1, GSTM1, GSTP1 e no gene de reparo a danos no DNA (XRCC1), em
pacientes diagnosticados com CCECP, quanto ao potencial uso como marcador
prognostico. Individuos com o gene GSTT1 funcional possuiam um risco trés vezes
maior de 6bito por CCECP em relacdo ao grupo controle (OR, 3.4; 95% CI, 1.33-
8.41) em andlise pareada por idade e estagio da doenca.

Nao ha relatos em literatura correlacionando os polimorfismos do gene
CYP1A2 em CCECP. In vivo, a atividade do gene CYP1A2 encontra-se aumentada
e sugere-se ser um fator de suscetibilidade para o cancer de bexiga, célon e reto
(Daly et al., 1994; Sachse et al., 2003); contraditoriamente, a baixa expressao desse
gene
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estaria associada com cancer testicular (Vistisen et al., 2004) e ndo ha
associacdo em relacdo ao cancer de mama (Long et al., 2006). Quando combinado o
genétipo de alta atividade do CYP1A2 com um gene do biometabolismo de fase II
(NAT2) acetilador lento, houve um aumento do risco para cancer de pulmao (Seow
et al., 2001). Foi observado um aumento no risco de desenvolvimento do carcinoma
de pancreas em individuos CYP1A2*1D/ NAT1 acetilador rapido que consumiam
altas quantidades de tabaco (Li et al., 2006).

Diferentes estudos abordam a influéncia do polimorfismo no gene CYP2E1
no desenvolvimento de cancer. Muitos resultados sdo contraditérios. Alguns
autores descrevem associagdo significativa, quando considerados os fatores de
risco como tabaco e &lcool, em cancer de pulmdo (Uematsu et al., 1994; lizasa et al.,
2005), nasofaringe (Hildesheim et al., 1997), carcinoma hepatocelular (Ladero et al.,
1996), cancer de mama (Shields et al., 1996), cavidade oral (Hung et al., 1997),
esofago (Li et al., 2005), e coloretal (Kiss et al., 2000). Enquanto outros falham em
mostrar essa relacdo em cancer de pulmao (Hirvonen et al., 1992; Kato et al., 1992;
Sugimura et al.,, 1995; Watanabe et al., 1995; London et al.,, 1996), carcinoma
hepatocelular (Kato et al., 1995; Wong et al., 2000), cancer urotelial (Anwar et al.,
1996; Farker et al., 1998), cabeca e pescoco (Matthias et al., 1998; Neuhaus et al.,
2004), células escamosas do esdfago (Lucas et al., 1996); carcinoma gastrico (Kato et
al., 1995), de prostata (Murata et al., 2001) ou cérvix (Kim et al., 2000). Foram
relatados dados contraditérios, descrevendo um efeito protetor do alelo variante
no risco de desenvolvimento do tumor (Persson et al., 1993; Lé Marchand et al.,
1998; Tan et al., 2000).

O alelo selvagem CYP2E1*1A foi descrito primeiramente como associado ao
risco aumentado em cancer de pulméao e figado (Persson et al.,, 1993; Yu et al,,
1995).
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Entretanto, novos estudos ndo demonstraram associacao entre esse alelo e o
cancer (Ladero et al., 1996; London et al., 1996), inclusive quando este foi associado
a habitos tabagista e etilista (Morita et al., 1997). O alelo CYP2E1*5B foi descrito
como raro em populagdes caucasdides européias e afro-americanas, mas
apresentou maior incidéncia em chineses (Hayashi et al., 1991; Stephens et al.,
1994). Esse alelo foi associado ao CCECP em individuos fumantes e etilistas, tendo
maior incidéncia em pacientes com carcinoma de faringe (Bouchardy et al., 2000).
Contraditoriamente, alguns relatos sugerem uma associacdo na redugao do risco
de desenvolvimento de cancer (Lé Marchand et al., 1998; Lin & Lu, 1998).

Os estudos caso-controle representam uma abordagem inicial e uma das
principais fontes de evidéncias para a avaliagdo entre polimorfismos genéticos e
exposicdo a agentes xenobidticos na determinagdo do risco relativo de
desenvolvimento de canceres comuns.

A aplicagdo deste conhecimento bdasico permitirda a identificacdo de
subgrupos de individuos com risco diferencial ao desenvolvimento de carcinomas
que devem ser o alvo principal de campanhas de prevengdo. No conjunto, estes
dados poderdo se mostrar de grande impacto, pois se sabe que a associacdo de
varios produtos génicos que atuam em diferentes vias de detoxicagdo de agentes
carcinogénicos determina o perfil de suscetibilidade individual.
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epidemiolégico

As informacdes epidemioldgicas foram obtidas por entrevista e
preenchimento de um questiondrio com dados sobre tabagismo, etilismo, dados
socio-demograficos e historia familial de cancer (Anexo 1). Este estudo faz parte de
uma pesquisa maior realizada em colaboracdo com o Dr. Luiz Paulo Kowalski,
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco, Hospital A.C. Camargo, Sao
Paulo, SP e com a Dra Marcilia de Aratjo Medrada Faria, Departamento de Etica e
Legislacao Trabalhista, Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, SP. Foram utilizados dados e amostras obtidos anteriormente em estudo do
tipo caso-controle de base hospitalar sob titulo “Epidemiologia molecular dos
carcinomas de vias aéreas digestivas superiores”, aprovado pelo Comité de Etica
Médica do Hospital do Cancer A.C. Camargo, SP (Anexo 2). Os termos de
Consentimento Livre e Esclarecido encontram-se nos arquivos dos referidos
Hospitais. Caracterizacao da Amostra

Este estudo utilizou uma abordagem do tipo caso-controle de base
hospitalar. Foram coletadas amostras de sangue periférico de 156 pacientes (Anexo
3) com idade entre 22-86 anos com diagnoéstico confirmado de CCECP de vias
aéreas digestivas superiores (cavidade oral, laringe ou faringe), sem tratamento
quimio ou radioterapico, classificados segundo a OMS (CID-10). Desses, 58 (37 %)
apresentavam carcinomas de cavidade oral, 78 (50%) faringe e 20 de laringe (13%).
@) grupo controle
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foi constituido por 145 individuos entre 24-86 anos, confirmados como
portadores de outras enfermidades que ndo cancer e sem histdria ou suspeita de
cancer de vias digestivas superiores (Anexo 4). Primeiramente, as amostras foram
separadas de forma global (sem pareamento por idade e sexo) e os cinco
polimorfismos foram avaliados segundo os resultados da anélise de genotipagem.
Na comparagao dos genétipos entre os diferentes sitios anatdomicos, os grupos
casos e controles foram pareados por idade e sexo. O limite para o pareamento
entre os individuos foi de + 2 anos. Para a andlise estatistica, os pacientes foram
agrupados em trés diferentes grupos, segundo a localizacdo anatOmica: (1)
cavidade oral: retromolar, palato duro, gengiva, lingua, soalho de boca, borda da
lingua e mucosa bucal; (2) laringe: cordas vocais, supraglote, epiglote e glote; (3)
hipofaringe (seio piriforme), orofaringe (amigdala ou tonsila, base da lingua e
palato mole) e nasofaringe. A classificacdo histopatolégica foi realizada de acordo
com a “WHO International Classification of Tumors” (1990). O estadiamento
clinico foi determinado pelo estadiamento TNM do cancer (AJCC, 1998).

Extracao do DNA



O DNA genomico foi extraido a partir do sangue periférico (5-10 mL). O sangue
colhido foi acondicionado com anticoagulante, solugdo estéril de EDTA 6% , e
tratado com tampao de lise de células vermelhas (RCLB pH 7,6 1X: 10 mM de Tris;
5 mM de MgClze 10 mM de NaCl), trés vezes. Ap6s cada lavagem com este
tampao, as
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amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por trinta minutos a fim de se eliminar
as hemacias.
Ap6s este primeiro procedimento, isolou-se a papa leucocitéria e o sedimento foi
ressuspendido em 500 pL de tampao de lise de células brancas (75 mM de NaCl; 24
mM de EDTA pH 8,0 e 2% de SDS). A lise celular foi seguida pela adigao de
proteinase K (SIGMA) a uma concentragao final de 200 pL/mL e o material foi
incubado a 370 C por 12 horas.
Para a extracdo de proteinas e dcidos graxos, liberados juntamente com o DNA
ap6s o rompimento dos leucécitos, utilizou-se o tratamento com solventes
organicos (fenol-cloroférmio). Adicionaram-se 500 pL de solugao
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizou-se por um minuto
seguido da centrifugacao a 13000 rpm por trinta minutos. O sobrenadante foi
transferido e repetiu-se esta lavagem mais duas vezes. Em seguida, foram
acrescidos ao sobrenadante, 500 pL de cloroférmio, para eliminar os resquicios do
fenol, e procedeu-se a tltima centrifugacao a 13 000rpm por 30 minutos. O
sobrenadante foi novamente isolado e adicionaram-se 50 pL de acetato de amonio
7M e etanol absoluto gelado. O DNA foi precipitado apds aproximadamente 16
horas a -200 C. O material foi centrifugado a 14 000 rpm a 40C e o 4lcool foi
descartado.
O sedimento foi seco e 0o DNA foi posteriormente ressuspendido em um volume
adequado de dgua ultrapura estéril. Apds a quantificagdo em espectofotometro,
200-500ng de DNA foram utilizados nas diferentes reacdes de amplificagdo pela
reacao em cadeia da polimerase. Polimorfimos especificos dos genes CYP1A1,
CYP1A2, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 foram selecionados para este estudo
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(Tabela 7). Os polimorfismos de um tnico nucleotideo dos genes da familia CYP
foram identificados pela analise de RFLP conforme detalhado na Tabela 8.

Tabela 7. Localizacdo cromossomica, iniciadores e condigdes da PCR (reagdo em cadeia da

polimerase) dos respectivos genes.

Gene Localizacao Método de Iniciadores Condigoes
cromossdmica | genotipagem da PCR




CYP1A1 | 15q22- PCR - 5-CAG TGA AGA GGT GTA 95° - 10’
15q24 RFLP GCCGCT-3" 40 ciclos:
5-TAG GAG TCT TGT CTC ATG | 9501~
CCT-3" 60° -1
72°-17
72°-7"
4° - o
CYP1A2 | 15q22-qter | PCR-RFLP | CYP1A2/A 94° - 10"
P15 GCT ACA CAT GAT CGA 35 ciclos:
GCTATACJ3 940 1
P25 CAG GTC TCT TCA CTG 500 1"
TAA AGTTA 3 790 _ 3
72°-7"
4° - o
CYP1A2/B 94° - 10°
P35 TGA GCC ATG ATT GTG 45 ciclos:
GCATAS 940 1
P45 AGG AGT CTT TAT GGA 5401
CCCAG3 790 1
72°-7"
4° - o
CYP2E1 | 10q24.3- PCR-RFLP | Rsal (out) 94° -10°
qter 5'- 35 ciclos:
TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3' | gg0_ 1~
5- .
58°-1
CCAGTCGAGTCTACATTGTCA- 770 _ 1
3 o o
Rsal (in) 72°-7
5. 4° - o0
GGTGCAGTGTTAGGTGCAGC-
Y
5 TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-
3!
GSTM1 | 1p13.1- PCR GSTM1: 94° - 10°
ACGGIGG-3 940 - 1°
R:3’- GAA CTC CCT GAA AAG
CTA AAGC-5
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54° -
=
72° -
>
72° -




7 GSTT1 22q11.2- PCR CYP1A1 (controle interno) :

4° - 22q1123 multiplex F:5-GAA C,TG CCA CTT CAG
CTGTCT-3

R: 3’- CAG CTG CAT TTG GAA

GTGCTC-5%

GSTT1:

F:5-TTC CTT ACT GGT CCT

CACATCTC-3"

R:3’- TCA CCG GAT CAT GGC

CAG CA -5

Tabela 8. Enzima de restricao, sitio de corte e tamanho (pb) dos fragmentos observados na
andlise de RFLP.

Gene Enzima de Quantidade de Padrio dos
restricdo e sitio enzima utilizada | fragmentos
de corte

CYP1A1 | Mspl: 10U 340pb
5 ..CvCGG .3 200pb
3 ..GGCaC..5 140pb

CYP1A2/A | Ddel: 10U 596pb
5 ... CvINAA 464pb
ch 132pb
3 ... AANTaC
.5

CYP1A2/B | Ndel: 30U 167pb
5 ... CAvTATG 149pb
23 18pb
3" ...GTATAAC
.5

CYP2E1 Rsal: 30U 300pb
5 ..GIvAC..3° 250pb
3 ... CAATG..5 50pb

Deteccdo das variantes alélicas do gene CYP1A1

O polimorfismo estudado do gene CYP1A1 refere-se a uma substituicdo de T para
C na posicdo 3801 do gene (3801T>C). Esta substituicao cria um sitio polimoérfico
do tipo RFLP detectado pela endonuclease de restricao Mspl. Este polimorfismo do
gene CYP1A1 apresenta duas variantes alélicas: *1A para auséncia do sitio
polimérfico e *2A para a presenca. Os trés genotipos possiveis sdo denominados
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CYP1A1*1A/CYP1A1*1A para o homozigoto predominante (*1A/*1A); um
individuo homozigoto para o alelo raro possui genétipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A
(*2A/*2A) e o individuo de gendtipo CYP1A1*1A/CYP1A1*2A (*1A/*2A) é
heterozigoto (Brooks et al., 1989).



Para a analise deste RFLP Mspl, utilizou-se a PCR para a amplificacdo de um
fragmento de 340pb. Os oligonucleotideos utilizados estdo apresentados na Tabela
7 (Gustason et al., 1987). Aproximadamente 200ng de DNA genoémico foram
amplificados numa reacdo de 25pL contendo 10mM de Tris-HCL pH 8,0; 50mM de
KCI; 1 mM de MgCl2; 400 ng de cada iniciador; 200mM de cada dANTP e 1U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen - Life Technologies). As reacdes foram processadas
num termociclador PTC200 (M] Research) e segundo as condigdes apresentadas na
Tabela 7. Apés a avaliagdo da origem e especificidade do produto amplificado pela
eletroforese em gel de agarose a 1%, os fragmentos amplificados foram clivados
com 10U da enzima Mspl a 37°C, por 24 horas (Tabela 8). Ap6s a clivagem e
eletroforese em gel agarose a 2%, identificam-se os genétipos *1A/*1A
caracterizado pela auséncia deste sitio de restricdo e uma banda de 340pb;

*2A /*2A caracterizado pela presenca do sitio de restrigdo e dois fragmentos, um de
200bp e um de 140pb. Os individuos heterozigotos apresentam os trés fragmentos
(Figura 3).
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340 pb

200 pb
140 pb

MM: marcador de tamanho

molecular

Figura 3. A parte superior da figura mostra o cromossomo 15 no qual estd mapeado o gene
CYP1A1 (q22-24) e a seqiiéncia de nucleotideos amplificada pela PCR. Em azul estdo
destacados os iniciadores e em vermelho o polimorfismo reconhecido pela Mspl. Abaixo
da seqiiéncia de nucleotideos estdo indicados o tipo de polimorfismo e o sitio de
reconhecimento da enzima de restricdo. A parte inferior a esquerda apresenta um
esquema dos possiveis genétipos visualizados apds o corte com a enzima de restrigao. A
direita estd uma foto em gel de agarose 2% correspondendo aos genétipos do esquema. Foi
utilizado o marcador de tamanho molecular de 100pb.

Transicao: TC
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Deteccdo das variantes alélicas do gene CYP1A2

Para o gene CYP1A2, foram analisados dois RFLPs diferentes na porcao 5”. A
variante alélica CYP1A2/ A apresenta uma substituicdo da base G para A (-
2964G>A) . A variante CYP1A2/B apresenta uma delecdo de T na posicao -1569.
Estas variantes foram detectadas pela andlise de PCR-RFLP utilizando as enzimas
de restricdo Ddel e Ndel, respectivamente.

Para a andlise destes RFLPs, utilizou-se a PCR para amplificacdo dos
fragmentos e posterior deteccdo dos genétipos: CYP1A2/A, utilizando os



iniciadores P1 e P2 e CYP1A2/B, os iniciadores P3 e P4 (Tabela 7). Os reagentes
para amplificacdo foram os mesmos citados anteriormente para o gene CYP1AL.
As condicoes de amplificagdo da PCR estdo descritas na Tabela 7. Os fragmentos
amplificados foram digeridos com enzimas de restricdo apropriadas (Tabela 8) a
37°C por 24 horas e submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% para a
genotipagem do CYP1A2/A. Para o gene CYP1A2/B as amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida a 6% e coloragdo por nitrato de prata.
Os trés genoétipos possiveis para o CYP1A2/ A sdo denominados:
CYP1A2*1A/CYP1A2*1A, para o individuo homozigoto predominante que ndo
possui o sitio de reconhecimento da enzima Ddel e apresenta um fragmento com
596pb ap6s a clivagem; CYP1A2*1C/CYP1A2*1C, para o individuo homozigoto
para o alelo raro pois a substituicao de base cria um sitio de reconhecimento para a
Ddel e gera dois fragmentos de 464pb e 132pb ap6s a clivagem. O individuo de
genotipo CYP1A2*1A/CYP1A2*1C é heterozigoto e possui os trés fragmentos
(Figura 4).
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As variantes alélicas do gene CYP1A2/B sdo denotadas com a nomenclatura
CYP1A2*1A ou CYP1A2¥1D segundo a presenca ou ndo do sitio de restri¢do para a
enzima Ndel, respectivamente. A anotacao CYP1A2*1A/CYP1A2*1A representa o
individuo homozigoto predominante com a presenga do sitio e o fragmento
amplificado possui 149pb. O genétipo raro (mutado) CYP1A2*1D/CYP1A2*1D nao
possui o sitio de reconhecimento da enzima de restricao, apresentando um
fragmento de 167pb e o genétipo heterozigoto (CYP1A2*1A/CYP1A2*1D) mostra
ambos os fragmentos (167pb e 149pb). Geralmente, o fragmento menor de 18pb
resultante da presenca do sitio nao é visualizado apos a eletroforese (Figura 5).
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132pb

GENOTIPOS

CYP1A2/A

Figura 4. A parte superior da figura mostra o cromossomo 15 no qual estd mapeado o gene
CYP1A2/ A (15q22-24) e a seqiiéncia de nucleotideos amplificada pela PCR. Em azul estao
destacados os iniciadores e em vermelho o polimorfismo reconhecido pela Ddel. Abaixo
da seqtiéncia de nucleotideos estdo indicados o tipo de polimorfismo e o sitio de
reconhecimento da enzima. A parte inferior a esquerda mostra um esquema dos possiveis
genotipos visualizados apds o corte com a enzima de restricao. A direita esta uma foto em
gel de agarose 2% correspondendo os genoétipos do esquema. Foi utilizado marcador de
tamanho molecular de 100pb. Q22-qter MM: marcador de tamanho

Transversdo: G | A Molecular

596pb



Ddel: C | TNAA
464pb
*1A/*1A *1A/*1C *1C/*1C

CCrromossomo 155
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167pb
149pb
q22-q
Delegédo:T
Ndel:CA|TATG

Figura 5. A parte superior da figura mostra a localizacio do CYP1A2/B (15q22-24) e a
seqiiéncia de nucleotideos amplificada pela PCR. Em azul estao destacados os
iniciadores e em vermelhoo polimorfismo reconhecido pela Ndel. Abaixo da seqiiéncia
de nucleotideosé mostrado o tipo de polimorfismo e o sitio de corte da enzima. A parte
inferior a esquerdaapresenta um esquema dos possiveis gendtipos visualizados ap6s o
corte com a enzima derestricio . A direita estd uma foto em gel de poliacrilamida 6%
correspondendo aos genétipos do esquema. Foi utilizado marcador de tamanho
molecular de 100pb.

*1A/*1A *1A/*1D *1D/*1DMM: marcador de tamanho

molecular

GGEENNOOTTIIPPOOSS

oCCrromssomol1l55

CYP1A2/B
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Deteccdo das variantes alélicas do gene CYP2E1

O polimorfismo estudado do gene CYP2E1 apresenta-se na regido 5" flanqueadora
do gene e refere-se a uma transicdo de C para T na posigdo -1053. Esta substitui¢ao
exclui o sitio de restricdo detectado pela endonuclease Rsal. Este polimorfismo
apresenta duas variantes alélicas: c1 para presenca do sitio polimoérfico (alelo
selvagem) e ¢2 para a auséncia do sitio (alelo raro). Os trés genotipos possiveis sdo
denominados ¢1/c1 para o homozigoto predominante; um individuo homozigoto
para o alelo raro possui genétipo ¢2/c2 e o individuo de genétipo c1/c2 é
heterozigoto (Watanabe et al., 1990; Gao et al., 2002).

Inicialmente, um conjunto de iniciadores externos (Rsal - out) foi utilizado na PCR
para deteccdo do polimorfismo Rsal na regido reguladora do gene, resultando na
amplificagdo de um fragmento de 412 pares de base. Para amostras de baixa
qualidade de amplificagdo, foi utilizada a “nested” PCR, uma PCR secundéria a
partir do produto da primeira PCR, e assim um segundo conjunto de iniciadores
internos (Rsal - in) (Tabela 7) resultaram na amplificagdo de um fragmento de 300
pares de base (Wong et al., 2000; Nishimoto et al., 2002). Para ambas as reacdes,
aproximadamente 200ng de DNA gendémico foram amplificados num volume final
de 25pL contendo 10mM de Tris-HCL pH 8,0; 50mM de KCI; 1 mM de MgCl2; 400
ng de cada iniciador; 200mM de cada dNTP e 1U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen - Life Technologies). As reacdes foram processadas num termociclador
PTC200 (MJ Research) e estdo apresentadas na Tabela 7. Apds a avaliacao da
origem e especificidade do produto amplificado pela eletroforese em gel de
agarose a 1%, os fragmentos amplificados foram clivados com 30U da enzima Rsal
a 37°C, por 24 horas (Tabela 8). Apos a
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clivagem e eletroforese em gel agarose a 2%, identificam-se os alelos c1
caracterizados pela presenca deste sitio de restricdo e duas bandas, uma de 250 pb
e outra de 50pb; o genétipo 2 caracterizado pela auséncia do sitio de restricdo e
apenas um fragmento de 300pb. Os individuos heterozigotos apresentaram os trés
fragmentos (Figura 6).
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molecular

MM: marcador de tamanho

q24.3-qter
CCrromossomo 100

CCYYP22E1

ccagtcgagtctacattgtcagttctcacctcgaggggtgccaaaaaccagagggaagcaaaggcccctgaagce
ctctgccagaggccaacgccccttcttggttcaggagaggtgcagtgttaggtagcacaaccaatgacttgcttatgt
ggctaataaattgtcaagagaaaaactgggttagaatgcaatatatagtatgtagtctcatttttgtataaatacaagt



atagaatggcataactcaaaatccaagtgatttggctggattgtaaatgacttttattttcttcatttctcatcatattttctatt
atacataaagattcattgttaatataaaagtacaaaattgcaacctatgaattaagaacttctatatattccagttaga
agacagaatgaa

Figura 6. A parte superior da figura mostra o cromossomo 10 no qual estd mapeado o gene
CYP2E1 (q24.3-qter) e a seqiiéncia de nucleotideos amplificada pela PCR. Em azul estao
destacados os iniciadores e em vermelho o polimorfismo reconhecido pela Rsal. Abaixo
da seqiiéncia de nucleotideos estdo indicados o tipo de polimorfismo e o sitio de
reconhecimento da enzima de restricdo. A parte inferior a esquerda apresenta um
esquema dos possiveis genétipos visualizados apés o corte com a enzima. A direita esta
uma foto em gel de agarose 2% correspondendo os genétipos do esquema. Foi utilizado
marcador de tamanho molecular de 100pb.

Transicao: T C
Rsal: GT | AC
c1/c2 c1/c1 c2/c2
GENOTIPOS
250pb

S0pb

300pb

RRssaal

-1053 T > C
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Deteccdo das variantes alélicas dos genes GSTM1 e GSTT1

As analises dos polimorfismos genéticos dos genes GSTM1 e GSTT1 foram
determinadas simultaneamente com o uso da PCR-multiplex, onde o gene GSTM1
e o gene GSTT1 foram amplificados pelos iniciadores descritos na Tabela 7. A PCR
foi realizada em um volume final de 25pL contendo 10 mM Tris HCI pH 8.3; 50
mM KC; 1.0 mM MgClz; 5% DMSO; 5.0 mM de cada ANTP; 50-200mg de DNA
gendmico; 1.5 unidades de Taq DNA polimerase (Life Technologies); 50mM de
cada oligonucleotideo. As condi¢des de amplificacdo estdo apresentadas e o
produto da PCR foi analisado ap6s corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio. A presenca dos genes GSTM1 e GSTT1, em cada
individuo, é determinada pela presenca de bandas de 218 (GSTM1) e 460 (GSTT1)
pares de base e uma banda de 312 (CYP1A1) pares de base corresponde ao controle
interno que caracteriza a positividade da reacdo em cadeia da polimerase. As



Figuras 7 e 8 apresentam as regides gendmicas amplificadas na investigacdo dos
locos GSTM1 e GSTT1 e a visualizacdao do perfil de bandas.

CCr omossssomo 1

GSTT1

CCrromossomo 2222
Figura 7. A parte superior da figura mostra o cromossomo 1 no qual estd mapeado o gene
GSTM1 (p13.3) e a seqiiéncia de nucleotideos amplificada pela PCR. Na parte inferior,
encontra-se o cromossomo 22 no qual estd mapeado o gene GSTT1 (q11.12) e a seqiiéncia
de nucleotideos amplificada pela PCR. Em azul estdo destacados os iniciadores utilizados
na reagao.

GSTM1

cttgggctcaaatatacggtggaggtcaaggacatcatagacgagaaaatctacaaaagtgatctgcagaaggccaagaatatgtgggetggaa
cctccataacacgtgaagcaaaacagatctcatcccatatcactcctcectttaccttgtttcctgcaaaccatggecgcttccccagaaactctgagta
gagctttagcttttcagggagttc
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GSTT1 nulo: linhas 8,9 e 12

GSTM1nulo/ GSTM1+/ GSTM1nulo/ GSTM1+/ GSTT1nulo GSTT1+ GSTT1+ GSTT1nulo
GGEENNOOTTIIPPOOSS

460pb - GSTT1

312pb - CYP1A1

(Controle interno)

Figura 8. Esquema dos possiveis genétipos visualizados ap6s a PCR-Multiplex para os
genes GSTM1 e GSTT1. Na parte inferior da figura sao visualizadas duas fotos em gel de
agarose 1,5% correspondendo os genétipos do esquema. Foi utilizado marcador de
tamanho molecular de 100pb.

218pb - GSTM1

GSTM1 nulo: linhas 1,2, 3, 7,8,9, 10, 11 e 13

GSTM1 e GSTT1 nulos: linhas 8 ¢ 9
MM: Marcador de tamanho molecular

MM12345678
MMO9 1011121314 1516
Olivieri, EHR Material e Métodos 57

Analise estatistica

As diferencas entre cada variavel do estudo foram analisadas utilizando o Teste de
Wilcoxon & Mann-Whitney e o Teste t de Student, para amostras independentes e,
quando ndo atendiam, para o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para verificar
associacdo entre os grupos e a varidvel categorica de interesse, foram utilizados o
teste de hipotese de freqiiéncias - Teste chi-quadrado (x2) ou o Teste exato de



Fisher, dependendo da casuistica. Na comparagdo entre os trés grupos com
variaveis numéricas, utilizou-se a andlise de varidncia (ANOVA) ou o Teste de
Kruskall Wallis, quando a pressuposi¢do de normalidade e igualdade entre as
varidncias dos grupos nado foram iguais. Para comparagdes multiplas entre os
grupos, utilizou-se o Teste de Dunn. Em todas as analises, foram considerados 95%
de significancia (< 0,05) e Odds Ratio (OR). Foram considerados grupos com poder
estatistico aqueles que apresentaram n>3 observagoes.

Todas as anélises foram realizadas pelo software InStat (GraphPad InStat version
3.0, GraphPad Software, San Diego, Califérnia - USA) e pelo software SPSS for
Windows XP v.12 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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Agrupamentos Genotipicos - Software NeoGene Analysis

Nos estudos com polimorfismos genéticos, muitas vezes ndo se encontram
resultados satisfatorios na associacdo genétipo versus fenétipo, pois as analises
comparativas dos genes sdo realizadas individualmente. Dessa forma, além das
analises estatisticas pelo Teste Exato de Fisher e/ou X2, os dados foram tabulados e
compilados no programa Neogene Analysis, que tem como caracteristica principal,
permitir o agrupamento de genétipos, formando assim classes genotipicas que
podem ser mais informativas do que os polimorfismos individuais. O programa
compara os genoétipos determinados nos casos e controles com os existentes na
classe de referéncia, e identifica as combinacdes de cada individuo. A classe de
referéncia, que deve previamente ser informada ao programa, é formada a partir
da analise combinatéria (permutacdo) do genétipo dos seis polimorfismos
estudados.

Este programa é um sistema rapido, que atende as necessidades do usuario,
economizando tempo e evitando processos manuais de andlise combinatéria. O
programa NeoGene Analysis foi desenvolvido em Linguagem Delphi 7.0, apds
estruturacdo modelada em DER (Diagrama de Entidade/Relacionamento) pelo
nosso grupo (Marchi F; Rainho CA; Rogatto SR - programa disponibilizado para
download ap6s solicitagdo e andlise do grupo).

O sistema inicia-se quando o usudrio informa quais genes serdo analisados, pela
opgao Nova Analise, no qual sdo selecionadas as opcdes SIM e NAO para definigao
de quais genes serdo habilitados e/ ou desabilitados, respectivamente, e qual o tipo
de andlise combinatéria desejada (2x2, 3x3, 4x4 e assim por diante - limite de oito
genes) (Figura 9).
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Na etapa seguinte, um gerador de classes permite que todas as combinagdes de
genes sejam criadas pelo programa (Figura 10). E possivel também, que sejam
carregadas classes pelo sistema de um arquivo externo (p.ex., extensao.xls). Apds
ser carregada, a tabela de andlise pode entdo ser iniciada, com probabilidades e
combinagdes gerando resultados de agrupamentos genotipicos, onde
posteriormente avaliam-se quais seqiiéncias combinatdrias sdo mais ou menos
freqiientes entre os grupos amostrais analisados (Figura 11).



O programa finaliza a analise gerando uma tabela de informacdes, a qual pode ser
salva em formato “.xIs” (Figura 12).

Figura 9. Representacdo da janela do programa NeoGene Analysis na fase de escolha da
combinacao e dos genes que serdo analisados.
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Figura 10. Janela do programa NeoGene Analysis na opgdo Gerador de Classes no qual
sao realizadas todas as combinagdes possiveis entre os genes.

Figura 11. Ultima janela gerada pelo programa NeoGene Analysis com os resultados obtidos
da analise combinatéria entre 0s grupos.
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Figura 12. Resumo dos resultados gerados pelo programa.
A Tabela 9 apresenta um resumo dos parametros utilizados no programa NeoGene
Analysis e a nomenclatura reduzida para a definicio e identificacdo das classes

genotipicas.
Tabela 9. Nomenclatura NeoGene Analysis.
Classes de referéncia Ordem das Genétipos Combinacées
combinagdes
As classes de referéncia 1° CYP1A1 S =selvagem | ExHSMMP
representam as combinagdes | 2° CYP1A2/A N
possiveis dos genétipos 3°CYP1A2/B CYP1Al:
4° CYP2E1 heterozigoto
5° GSTM1 CYP1A2/A:
6° GSTT1 selvagem
CYP1A2/B:
mutado
H= CYP2E1:
heterozigoto | Mutado
M = mutado | S0 TML:
— positivo
P = positivo | GSTT1: nulo
N = nulo
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Método de Anélise dos Resultados

Algumas variaveis do questionario epidemiol6gico ou as analisadas nos
prontudrios dos pacientes ndo puderam ser obtidas para todos os casos e controles.
Para a analise estatistica, os grupos foram pareados por idade e sexo, exceto na
analise referente ao consumo de tabaco e alcool. O consumo de tabaco foi definido
nos casos onde os pacientes responderam positivamente ao consumo corrente ou
regular de tabaco por mais de um ano em qualquer periodo de vida (exceto os
casos que tivessem parado de fumar por mais de 20 anos). O tempo de consumo de
tabaco foi expresso em anos e a quantidade em cigarros/dia. Usudrios de alcool
foram definidos como aqueles que consumiam sete a dez doses de alcool por mais
de um ano em qualquer periodo. Dados de freqiiéncia e quantidade de alcool
consumido foram estimados para todas as bebidas alcodlicas, separadas em
fermentadas e destiladas, e classificadas quanto ao tempo (em anos) e quantidade
consumida (ml/dia).

Para a avaliagdo da presenca de histéria familial no grupo amostral, parentes de
primeiro e segundo grau com cancer foram considerados como positivos para
historia familial. A evidéncia dessa informacao foi baseada na avaliacdo de
registros médicos do paciente com o tumor nos referidos hospitais.
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Objetivos Gerais:
Este estudo teve como objetivo principal determinar o genétipo de pacientes
portadores de CCECP e individuos controles (com auséncia de neoplasia) para os
genes CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 (Fase I) e, GSTM1 e GSTT1 (Fase II) envolvidos
no metabolismo de agentes xenobidticos. Para tanto, quantificou-se pela razao de
chances (odds ratio - OR), a suscetibilidade genética ao desenvolvimento destes
tumores avaliando polimorfismos num estudo caso-controle de base hospitalar.
Objetivos Especificos:

D
Identificar as variantes alélicas do gene CYP1A1 (RFLP-Mspl), CYP1A2 (RFLPs
Ddel e Ndel) e CYP2E1 (RFLP Rsal), na tentativa de correlacionar estes
polimorfismos a suscetibilidade ao cancer de cabeca e pescoco em comparagao com
um grupo controle;
Identificar pela PCR - Multiplex os genétipos dos genes GSTM1 e GSTT1 em casos
e controles;
Comparar os genétipos encontrados entre os pacientes com CCECP de diferentes

localizagdes anatomicas (cavidade oral, laringe e faringe) com controles;



Comparar os genétipos dos pacientes portadores de CCECP ao do grupo controle,
de maneira isolada e agrupada, e correlacioné-los aos dados epidemiolégicos,
clinicos e de prognéstico, usando testes estatisticos apropriados.
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dos pacientes e distribuicao dos genoétipos
Neste estudo foram genotipados 156 casos com CCECP (Anexo 5) e 145 controles
(Anexo 6). Os resultados da genotipagem dos genes CYP1A1, CYP1A2 (A e B),
CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 estdo apresentados na Tabela 10. Os parametros em
relagdo aos pacientes incluiram idade, sexo, raga, histéria familial de cancer e
consumo de tabaco e alcool; as variaveis do tumor compreenderam localizagao,
dimensao e tipo histol6gico; os pardmetros relativos aos achados clinicos incluiram
recorréncia tumoral e metastase. Os portadores de CCECP apresentavam idade
média de 58,4 + 11,0 anos e os controles 58,8 + 12,0 anos. O sexo masculino
prevaleceu sobre o feminino em ambos os grupos, em 92% dos casos e 94% dos
controles, na razdo 11:1 em casos e 17:1 em controles.
Tabela 10. Resumo geral dos genétipos avaliados em casos e controles.
Controle Caso Faringe Laringe Cav. Oral
Gene
CYP1A1 145/145 156/156 78/78  20/20  58/58
CYP1A2/A 144/145 156 /156 77/78 20 /20  58/58
CYP1A2/B 140/145 151 /156 74/78 19 /20  57/58
CYP2E1 122/145 124/156 62/78  20/20  41/58
GSTM1 145/145 156/156 @ 78/78  20/20 | 57/58

GSTT1 131/145 154/156 77/78 | 20/20  56/58

A Tabela 11 apresenta a distribuicdo das variaveis idade, sexo, etnia,
histéria familial de cancer e consumo de alcool e tabaco nos grupos casos e
controles.
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Tabela 11. Caracteristicas da populacao abordada no estudo.

Variaveis Categorias = Controles Casos P
n (%) ou (dp) n (%) ou
(dp)
Idade Variacao 24-86 22-86 0,886
Média (dp) 58,8(12,0) 58,4(11,0)
Sexo Feminino | 8(6%) 13(8%) 0,346

Masculino 137(94%) 143(92%)



Etnia

Histéria
familial de
cancer

Consumo
de Tabaco

Consumo
de Alcool

Amarelo

Branco
Negro
Pardo
Nao
Sim

Nao

Sim

Sim

1(0,7%)

77(60%)

Individuos (%)

Individuos (%)

Tempo médio
em anos (dp)
Média
Cigarros/dia
(dp)
Individuos (%)

Individuos (%)

Destilado (%)
Tempo médio
em anos (dp)
Quantidade
média: ml/dia
(dp)
Fermentado
(%)

Tempo médio
em anos (dp)
Quantidade
média: ml/dia

(dp)

2 (1,5%)

0,203

107 (76,4%) | 110 (81,5%)
7 (5%) 10 (7,5%)
25(17,9%) 13 (9,5%)
78(58%) | 0,745
52 (40%) | 55(42%)
58 17
76 133 <
0,001*
323(132) 389 (124) <
0,01**
245(134) 26 (16) <
0,01**
59 (44%) | 25 (16%)
75 (56%) 125 (84%) | <
0,001*
47 (69%) 94 (87%) | <0,01*
31 (15) 31,4 (13,6) <
0,01**
3454 (563) 752 (612) | <
0,01**
47 (70%) 61 (58%) 0,06
31,7 (15) 30,4 (12,7) | 0,125*
6793 (797) 1324 0,015+
(1837)



Modelo de regressao logistica; n: n° de individuos; *P-valor estatisticamente
significativo (P < 0,05); ** Teste de Wilcoxon; dp: desvio padrao.

A etnia foi considerada segundo declaragdo dos individuos. Por esta abordagem,
nao houve diferenca significativa entre os grupos étnicos em casos e controles
(p=0,203), mas houve prevaléncia de individuos caucasianos (brancos) em ambas
as amostras (Tabela 11). As andlises estatisticas referentes a esta varidvel nao
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puderam ser devidamente conduzidas porque o grupo avaliado possuia poucos
individuos representativos da classe dos asidticos (dois casos e um controle), dos
afro-descendentes (10 casos e sete controles) e dos pardos (13 casos e 25 controles).
Apesar de ndo observado significancia estatistica, houve prevaléncia do alelo
CYP1A2*1D (p= 0,068) em casos da etnia afro-descendente (Tabela 12).
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Também foi avaliada a histéria familial de cancer em casos e controles, e ndo
foram observadas diferencas significativas (p= 0,745) para IC de 95%.

Para a andlise estatistica, os grupos foram pareados por idade e sexo, exceto
na anélise referente ao consumo de tabaco e alcool (Grafico 1). Entre o grupo
masculino, 88% dos casos e 48% dos controles e no grupo feminino, 29% dos
casos e 20% dos controles consumiam alcool e tabaco simultaneamente. Entre

os individuos que ndo possuiam hdbitos tabagista ou etilista, foram
observados 6% dos casos e 33% dos controles do sexo masculino, contra 14%
dos casos e 80% dos controles das do sexo feminino (Grafico 2).

Houve prevaléncia significativa em relacdo ao habito tabagista em casos
comparados aos controles, quanto ao namero de individuos fumantes (p < 0,001),
quanto ao tempo de uso do tabaco (p < 0,01), e quantidade consumida (p < 0,01),
como apresentado na Tabela 11. O consumo de &lcool teve maior prevaléncia em
casos comparados aos controles (p < 0,001), principalmente quanto a classe de
destilados (p < 0,01). O tempo de consumo de destilados (p < 0,01) e a sua
quantidade consumida (p < 0,01) assim como a quantidade de consumo de
fermentados (p < 0,015) também prevaleceram no grupo de casos (Tabela 11).
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Grafico 1. Distribuicao de individuos com histéria de consumo de alcool e tabaco.
Grafico 2. Amostras de casos e controles pareadas por idade e sexo e sua relagao

com consumo de alcool e tabaco.

0102030405060708090100TabacoAlcoolSem habitoFumam ebebem individuosF: CASOSF: CONTROLESM:
CASOSM: CONTROLES

A relacado entre o consumo de tabaco e dlcool com os dados de genotipagem dos
genes CYP1A1, CYP1A2/A, CYP1A2/B, CYP2E1, GSTML1 e GSTT1 esté
apresentada na tabela 13. Nao foram observadas diferencas significativas entre

consumo de tabaco e alcool e os genétipos analisados.
0102030405060708090100Tabaco AlcoolSemhabitoFumam ebebem% dindividuosCasosControles
Olivieri, EHR Resultados 69
Tabela 13. Distribuicdo dos genétipos CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1l, GSTM1 e GSTT1 entre
individuos fumantes e consumidores de alcool em casos e controles.
Genes Genotipos Tabaco Alcool



CYP1A1

*1A/*1C

51(40%)

85(79%)

68(52%)

N=131

*1A/*1A
*1D/*1D
C2/C2
64(48%)
53(41%)

*1A/*1A
*1A/*2A
*2A/*2A
94(70%)
37(28%)

*1C/*1C
104(78%)
25(19%)
3(2%)
N=132

70(55%)
7(5%)
N=128

21(20%)
1(1%)
N=107

N=132
36(47%)
40(53%)

44(66%)
23(34%)

Olivieri, EHR Resultados 70 D
istribuicdodosgenoétipossegundoafaixaetédria

Caso | Controle @ P/O
2(2%) 1(1%) 86(69%)
N=133 N=76 36(29%)
59(78%) | 0.54/
16(21%) 1.2
61(82%) | 0.85/ 3(3%)
13(17%) | 0.32 N=123
1(1%) 96(78%)
N=75 24(19%)
31(43%) | 0.93/ 6(5%)
38(52%) | 0.13 N=119
4(5%) 45(38%)
N=73 68(57%)
57(88%) | 0.3/ 1(1%)
7(11%) 24 N=101
1(1%) 79(78%)
N=65 21(21%)
N=76 61(49%) | 40(53%)
0.88/ 63(51%) | 35(47%)
0.02 N=124
N=67 | 73(59%) @ 43(66%)
0.44/ 50(41%) | 22(34%)
0.70 N=123

R  Caso | Controle P/OR

22%) | 2(2%)
N=124 N=75
56(75%) | 0.562/
17(23%)  1.154

59(80%) | 0.86/
14(19%) | 0.29

CYP1A2/A

*1A/*1A
*1A/*1D

11%) | CYP1A2/B

N=74

30(42%) | 0.84/
38(53%) | 0.34
4(5%) | CYP2E1
N =72

53(87%) | 0.30/
7(11%) | 2.39
12%) | GSTM1
N =61

N=75  GSTTI1
0.66/
0.32

N =65
0.43/
0.83

C1/C1
C1/C2

Positivo
Nulo

Positivo
Nulo
78(59%)

N: nimero de
individuos; P
significante: <
0,05; OR =
Odds ratio.

Para avaliar a hipotese de associagdo entre a idade e os genétipos estudados no
risco de desenvolvimento do carcinoma de cabeca e pescoco (Tabela 14) e em seus
diferentes subtipos anatomicos (Tabela 15), os individuos deste estudo foram



agrupados segundo a idade, em duas classes: <50 anos e > 50 anos (Tabela 14).
Nao foi verificada uma associagdo significativa entre estas variaveis.

Tabela 14. Distribuicao dos polimorfismos e sua associacao com a idade na

classe de individuos com < 50 anose > 50 anos.

Genes
Genétipos
Caso
Controle
P/OR
Caso Controle
0
11(31%) @ N=36
23(66%)
11(31%)
1(3%)

N=36  26(74%)
9(26%)
0
N=35
0.39/

20(57%)  3(9%)
N=35
0.62/

4(14%) | 1(4%)
N=28
0.52/
0.59

N=35
0.8/
1.18

1.7
94(78%)
23(19%)
3(3%)

14

43(37%)
68(59%)

79(81%)
18(18%)
1(%)

P/OR <50
*1AF1A | *1A/%2A
84(70%) | 83(75%) N=110
34(28%) | 26(24%)  0.37/
22%) | 1(1%) | 0.75
N=120
N=120 N=109 0.9
87(80%) ' 0.8/ CYP1A2/B
21(19%) *1A/*1A
1(1%)
5(4%)  3(3%) | 0.60
N=116 = N=105
44(42%) 024/ | CYP2EL
58(55%)
N=98  N=94  GSTMI
82(87%) 024/ | Positivo
12(13%) | 0.6 Nulo
0

CYP1A2/A
*1A/*1A
*1A/*1C
*1C/*1C

*1A/*1D
*1D/*1D
15(43%)
17(49%)

cl/cl
cl/c2
c2/c2
19(73%)

17(47%)
19(53%)
N=36

22(63%)

30(83%)
6(17%)

3(8%)
N=35

7(17%)
0
N=26

13(37%)
N=35



25(69%)
0
12(34%)
23(82%)
0.23/
1.0/

0.52

0.94

61(51%) | N=120 | N=110
59(49%) | 49(45%) | 0.35/
61(55%) 1.2

69(58%) 64(65%)
49(42%) 35(35%)
N=118 N=99

GSTT1 | Positivo 14(39%)
Nulo N=36
22(61%) 20(62%)

0.4/

0.7 P significante: <
0,05, N:
numero de
individuos.

12(38%)
N=32
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Distribuicdo dos genétipos segundo localizacdo anatdmica com e sem

pareamento por idade e sexo

Os resultados da andlise genotipica foram avaliados com e sem pareamento por
idade e sexo. O resumo dos resultados da anélise do polimorfismo detectado pelos
RFLPs- Mspl do gene CYP1A1, Ddel (CYP1A2/A) e Ndel (CYP1A2/B) do gene
CYP1A2, Rsal do gene CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 em casos e controles sem
pareamento por idade e sexo pode ser visualizado no grafico 3 e Tabela16 e o
resumo dos resultados com pareamento de casos e controles por idade e sexo
encontra-se apresentado no grafico 4 e Tabela 17.

Nao houveram diferencas estatiscamente significativas quando comparados os
genotipos CYP1A1, CYP1A2/ A, CYP1A2/B, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 e a
presenga de tumores entre as trés localizacdes anatomicas: faringe (grafico 5),
laringe (gréfico 6) e cavidade oral (grafico 7) bem como quando os trés subtipos
anatdmicos foram comparados aos controles (graficos 3-7 e tabelas 16-17).
Gréfico 3. Distribuicdo dos gendétipos em casos e controles, sem pareamento por
idade e sexo, para os seis polimorfismos abordados neste estudo.
020406080100120140*1A/*1A*1A/*2A*2A/F2A* 1 A/¥1A*¥1A/*¥1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*1D*1
D/*1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1GST
MI1GSTT1CasoControle
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Tabela 16. Distribuigdo dos genétipos CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1, GSTM1 e
GSTT1, sem pareamento por idade e sexo, em casos e controles por subtipo
anatomico: cavidade oral, faringe e laringe.

Genes
Genétipos
Casos
Controles
P/OR
Faringe
Laringe
Oral
P/OR
CYP1A1
*1A/*1A | *1A/*2A | *2A/*2A  109(70%) | 45(29%) @ 2(1%) N =156 106(73 %)
0.82/ N=78 N =20 N =58 3.76 *1A/*1C | 3(2%)
N=145 | 0.38 13(65%) | 39(67%) | 0.70/ CYP1A2/A | *1C/*1C | N =156
57(73%) | 7(35%) 19(33%) *1A/*1A 125(80%) | 113(78%)
19(24%) 0 0 28(18%) | 30(21%)

2(3%)



1.19

44(60%)

11(18%)

11(55%)

64(83%)
10
(13%)
3(4%)
N =77
17(85%)

7(9%)
N =74
9(47%)

0
N =62
13(65%)

N =20
25(44%)
32(56%)

3(15%)
0

N =20
43(74%)

10(53%)
0

N =19
26(46°%)

7(35%)
0

N =20
34(83%)

N =57
057/
11

15(26%)
0

N =58
017/

30(53%)
1(1%)
N =57
0.24/

6(15%)
12%)
N =41
0.23/

GSTT1
Positivo

8.1

Nulo
92(60%)

CYP1A2/B
*1A/*1A
*1A/*1D
*1D/*1D

CYP2E1
ci/c1
c1/c2
c2/C2

GSTM1
Positivo
Nulo

75(48%)

62(40%)
N =154
84(64%)

59(39%)
84(56%)
8(5%)

N =151

99(80%)
24(19%)
1(1%)

N =124

81(52%)
N =156
71(49%)
74(51%)

47(36%)
N =131
0.46/

56(40%)
78(56%)
6(4%)

N =140

105(86%)
16(13%)
1(1%)

N =122

N =145
0.90/
0.96
41(53%)

0.83
48(62%)
29(38%)



N=20 32(7%) N =56 P significante: < = Grafico 4. Distribuicao dc
24(43%) 0.83/ 0,05; OR = 020406080100120*1A/*1A*1A

036 -
Odds ratio.

2(1%)

0.55/

23(31%)

51(82%)

9(45%)

8(40%)
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Grafico 5. Distribuigdo dos gendtipos em carcinomas de faringe e controles, para os seis polimorfismos, com
as amostras pareadas por idade e sexo.

010203040506070*1 A/*1 A*1 A/*2A*2A/*2A*1A/*1A*1A/*1C*1C/*1C*1A/*1A*1 A/*1D*1D/*
1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1GSTMIG
STT1CasoControle

Gréfico 6. Distribuicdo dos genétipos em carcinomas de laringe pareados aos

controles por idade e sexo.

024681012141618* 1 A/*1 A*1 A/*2A*2A/*2A* 1 A/*1A*1A/¥*1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*¥1D*1D/*1
DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2EIGSTMI1G
STT1CasoControle
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Grafico 7. Distribuicao dos genétipos dos casos com carcinomas de cavidade
oralpareados por idade e sexo aos controles para os seis polimorfismos
analisados.



05101520253035404550% 1 A/*1 A* 1 A/*2A*2A/¥2A* 1 A/* I A*1A/*1C*1C/*1C* 1 A/* 1 A*1A/*1
D*1D/*1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1G
STM1GSTT1CasoControle

Quando avaliado os genétipos duplamente nulos entre os diferentes
subtiposanatdomicos também ndo encontramos associacao significativa (Tabela 18).

Tabela 18 - Distribui¢cao dos genétipos combinados dos genes GSTM1 e GSTT1

segundo faixa etaria entre os diferentes sitios anatémicos.
Sitio
Genétipos
P/OR
GSTM1*Positivo
& GSTT1*Positivo
GSTM1*Positivo
& GSTT1*nulo
GSTM1*nulo
& GSTT1*positivo
GSTM1*nulo
& GSTT1*nulo
Faringe
13 (17%) 20 (26%)
27 Laringe | 3 (15%) 9 (45%)  0.23/4.2 Cav. Oral
(36%) 6 (30%) | 2 (10%)

9 (16%) 17 (30%) | 15 0.63/1.7 | Controles
(27%)

23 (17%) 44 (34%) | 24 - P significante: < 0,05; OR =
(18%) Odds ratio.

16 (21%)
15 (27%)
40 (31%)
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Tabela 19. Distribuicao dos genétipos segundo a extensao tumoral Genes
(T1/T2 versus T3/T4)e envolvimento de linfonodos (LN-: auséncia e
LN+: presenca de envolvimento de linfonodos) em CCECP.

Foi observada uma correlagao entre o genétipo CYP2E1*c2 e a presenca de tumores
T3/ T4 (Classificagdo TNM - AJCC, 1998) quando comparados aos tumores T1/T2
entre os pacientes com CCECP (P=0.009; OR= 9.95; IC: 1.2-79.5) (Tabela 19). Nao foi
detectada associagdo entre os genétipos avaliados (Tabela 19) e envolvimento de

linfonodos (LN+) .
P
Casos
P
T1/T2
T3/T4

LN-
LN+

CYP1A1 | *1A/*1A | *1A/*2A

1523%) | 12%)

N=46  0.64/ *1A/*1A

0 41(76%) | 0.88 *1A/*1C
12(22%)  CYP1A2/A | *1C/*1C
1(2%) 29(85%)
N=54

43(79%)  10(19%) CYP1A2/B  *1D/*1D
12%) | *1AF1A | 17(52%)
N=54 | *IA/ID | 16(48%)
0.53/ 0
12

QA2 | 27(79%)

N= 64

5(15%)

0

N=33
27(42%)

0.71/

N=34
47(73%)
16(25%)
12%)

35(55%)
2(3%)
N= 64
0.44/

7(21%)

0.66

N= 64
0.36/
2.0
35(76%)

1.6
19(41%)
27(59%)
0

35(76%)

11(24%)

0

N= 46
26(49%)



2(4%) | N=53
0.26/
2.6

9(20%) | 0
N= 46
0.79/

GSTT1 @ Positivo
Nulo
19(59%)

0
11(24%)
N= 46
25(47%)
37(80%)

P significante: < 0,05; OR = Odds ratio; N: niimero de individuos.

CYP2E1
c1/C1
c1/C2

0.21
GSTM1
Positivo

13(41%)
N=32
34(53%)

C2/C2
24(96%)
1(4%)

0

Nulo
17(52%)
16(48%)
N=33

30(47%)
N= 64
0.66/

N= 25
41(71%)

26(41%)
38(59%)
N= 64

0.33
27(61%)

17(29%)
0
N=58
0.009/

0.38/
1.04
23(51%)
22(49%)

17(39%)
N= 44
27(51%)

9.95

29(76%)
9(24%)

N= 45
21(39%)
33(61%)
N=54

26(49%)
N=53
031/

0.23/
1.48

1.05
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O genoétipo CYP1A1*2A mostrou-se estatisticamente significativo na
associacdo com a recorréncia tumoral (P = 0.02; OR= 6.2; IC: 1.3-28.7)
em tumores de cavidade oral (Tabela 20) e houve maior frequéncia
(P=0.048; OR=2.9; IC: 1.1-8.0) de metastases em individuos
portadores do genétipo GSTT1*nulo (Tabela 21). Além disso, todos
0s pacientes com auséncia de metastase também tiveram auséncia do
genodtipo homozigoto mutado para qualquer um dos genes CYPs.
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Considerando o consumo de tabaco e alcool como fatores de risco para o CCECP e
a associacdo demonstrada em literatura entre consumo de alcool e tumores T3/T4
(Strange et al, 2000), foi realizada uma andlise de associagdo entre genétipos,
extensdo tumoral e presenca de linfonodos (LN+: comprometimento de linfonodos
e LN-: auséncia do envolvimento de linfonodos), entre individuos fumantes e entre
individuos consumidores de alcool. Nao foi observado valor estatistico
significativo para essas variaveis.

Anélise do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As freqtiéncias alélicas dos polimorfismos nos genes abordados neste estudo
encontram-se na Tabela 22.

Os resultados observados para as freqtiéncias alélicas e genotipicas dos genes
CYP1A1, CYP1A2/A, CYP1A2/B, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1, em casos e controles,
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As freqiiéncias alélicas observadas nao
diferiram significativamente no teste Exato de Fisher. Pode-se concluir que a
amostra estudada foi obtida de uma populacdo em equilibrio genético.
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Tabela 22. Distribuigdo das freqiiéncias alélicas dos genes CYP1A1, CYP1A2,
CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 na populagao estudada.

Genes

Alelos

Casos

Controles

P

CYP1A1

CYP1A1*1A

CYP1A1*2A
0,84

0,16

0,86

0,14



P=0.84,OR=0.85

IC: 0.4-1.9

CYP1A2/A
CYP1A2*1A
CYP1A2¥1C

0,89
0,11

CYP1A2/B

0,89

CYP1A2¥1A

CYP2E1*cl

GSTM1*Positivo

GSTT1*Positivo

0,11

CYP1A2*1D

0,67

CYP2E1*c2
0,89

GSTM1*Nulo
0,48

GSTT1*Nulo
0,60

Identificacao de classes
genotipicas de risco -

programa NeoGene Analysis

P=118 0OR=1.0

0,33
0,68

0,11
0,93

0,52
0,49

0,40
0,64

0,32
P=1.0,0R=
0.95

0,07

P =0.46;, OR =
0.60

0,51
P=1.0,0R=
0.96

0,36

P =0.66; OR =
0.84

IC:04-2.4

IC: 0.53-1.7

IC: 0.22-1.6

IC: 0.55-1.7

IC: 0.48-1.5

A nomenclatura utilizada no
programa NeoGene Analysis
referente aos genes estudados foi:
CYP1A1, CYP1A2(AeB)e
CYP2E1, possuem genotipo
selvagem (S: *1A/*1A; *1A/*1A
e c1/cl, respectivamente),
heterozigoto (H: CY1A1l -
*1A/*2A; CY1A2/ A *1A/*1C;
CY1A2/B -*1A/*1D; CYP2E1 -
cl/c2) ou mutado (M: CY1A1 -
*2A/*2A; CY1A2/ A *1C/*1C;
CY1A2/B -*1D/*1D; CYP2E1 -
c2/c2); o GSTM1 e 0 GSTT1
possuem genoétipo nulo (N) ou
positivo (P). O NeoGene Analysis
ainda calcula a freqtiéncia das
informacoes referentes aos dados
genotipicos e epidemiolégicos

dos



CYP2E1

GSTM1

GSTT1

P significante: < 0,05; OR = Odds ratio; IC: Intervalo de Confianca (95%)
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pacientes: classes genotipicas em casos e Tabela 23. Combinagdes
controles, sexo, idade média, consumo de  genotipicas que

tabaco e alcool. apresentaram valores
As combinacdes genotipicas que significativos.

mostraram diferencas estatisticamente
significativas estao apresentadas na

Tabela 23.
Classes Controles Combinagdes és CYP2E1 + HN x
. T™M1
Genotipicas P/ OR 2x2 SN
Casos 12 x 49
Combinacdes de genes
5x62
0.037/ 3.03
Combinagdes 3X3
2- CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTT1
HHP x HSP
10 x 27
2 x 38
0.008/ 7.03*
3 - CYP2E1+ SNP x SPN | 28 x18 39x8
GSTM1+
GSTTI1
4 - CYP2E1+ GSTM1+ GSTT1
8 x 28 2x39 0.026/ 5.57*
5- CYP1A2/A + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1
8 x 25 2x33 0.033/ 5.28* | 6- CYP1A1+CYP2EI + GSTM1 + GSTT1
21 x 11 32 x5 0.049/ 0.29 7 - CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1
12 x 14 22x6 0.014/ 0.23
8- CYP1A1+ CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1
7x7 18 x 3 0.028/ 0.16 9- CYP1A1 + CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 +

GSTT1



4x7 0x18 0.013/ 22.2¢ | 10- CYP1A1 + CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1+

/GSTT1

7x12 18 x 9 0.044/ 029  11-CYP1A2/A + CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1
+ GSTT1

5x10

0x18

12 - CYP1A1+ SSHHN x 6x10
CYP1A2/A +

CYP1AD/B + SSHSN

CYP2E1 +

GSTM1

13-CYP1A1+ | SSHHP x 7x16
CYP1A2/A + SSHSP

CYP1A2/B +
CYP2E1 +
GSTT1
Combinacdes 6X6 | 14- CYP1A1 +
CYP1A2/A +
CYP1A2/B +
CYP2E1 +
GSTM1 +
GSTT1
0x17 0.012/ 24.2*
0.015/0.319
HNP x SNP
Combinagdes 4X4
SHNP x SSNP
SSNP x SSPN
HSNP x HSPN
Combinagdes 5X5
SHSNP x SHSPN
SHHNP x SHSNP
SHSNP x SHSPP
SHHNP x SHSNP
0.012/ 19.3*
0.037/ 6.3*
0.045/ 5.2*

4x6

2x21

2x24

SSHHNP x SSHSNP

P significante: < 0,05; OR = Odds ratio; S:
selvagem; H: heterozigoto, M: mutado; N:
nulo; P: positivo. * nimero amostral menor
que trés (baixo valor estatistico). Em
vermelho destaca-se: o gene (combinacoes
de genes) e seu respectivo genoétipo (classes
genotipicas) que esté diferenciado quando
comparada duas classes genotipicas.
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Ja a classe genotipica CYP2E1-
selvagem/GSTM1*nulo/GSTT1*positivo, mostrou-se como “classe

protetora”, pois estd mais presente em controles comparada aos casos
(combinagoes 3, p=0.015; 6, p=0.049; 7, p=0.014; 8, p=0.028; 10, p=0.044).

Apesar de ndo serem observadas diferengas significativas entre os polimorfismos quando
avaliados isoladamente, na analise combinada houve destaque para alguns genotipos. O
alelo CYP2E1*c2, quando combinado a outras classes genotipicas, parece conferir
maior risco para o CCECP quando comparado ao homozigoto selvagem, como
observado em todas as combinagdes em que este gene esteve incluido e que foram
predominantes entre os casos (combinagdes 1, p=0.037; 2, p=0.08; 4, p=0.026; 5,
p=0.033; 9, p=0.013; 11, p=0.012; 12, 0.037; 13, p=0.045; 14, p=0.012), apesar do valor
amostral ser reduzido pois foi subdividido na formacao de classes genotipicas.

Olivieri, EHR Resumo Os carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco (CCECP) abrangem um grupo heterogéneo de doengas do trato
aerodigestivo superior. Aproximadamente 95% dos tumores se iniciam nas células
escamosas. Os principais fatores etioldgicos relacionados ao CCECP incluem o
consumo isolado do tabaco ou em combinacdo ao consumo de alcool. A maioria
das substancias presentes no tabaco é convertida em metabdlitos reativos capazes
de interagir com o DNA pela acdo das enzimas do complexo citocromo P450 e
detoxificadas pelas glutationas-S-transferases e N-acetil-transferases. Muitos
desses genes apresentam polimorfismos que modulam a atividade enzimética,
como a variacdo na ativacdo ou detoxificacdo de carcindégenos. O objetivo dessa
investigacdo foi avaliar a relacdo genétipo/fenétipo e a suscetibilidade ao
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) e a relacdo entre as
informagodes clinicas e alteragcdes genéticas. O grupo amostral compreendeu 156
pacientes portadores de CCECP e 145 individuos controles com auséncia de
neoplasia. A pesquisa das delegdes dos genes GSTM1 e GSTT1 foi realizada pela
PCR-multiplex e a genotipagem de SNPs (single nucleotide polymorphisms) dos
genes CYP1A1, CYP1A2 e CYP2EL1 foi realizada pela metodologia de PCR-RFLP.
Foi observada uma diferenca significativa entre casos e controles (P=0,001),
quando comparado o consumo de tabaco e dlcool, sugerindo que estes fatores sao
independentes do risco de desenvolvimento do CCECP. Quando foram
considerados os parametros clinicos em relagdo aos cinco genes, foi observada uma
associacdo entre o gen6tipo CYP1A1*2A e recorréncia em tumores de cavidade oral
(P=0,02), genodtipo CYP2E1*c2 e tumores T3/ T4 (P=0,009) e o genétipo GSTT1*nulo
e a presenca de metastases a distancia (P=0,048). Os individuos portadores desses
genotipos estariam realacionados a caracteristicas de pior prognéstico. Esses



achados fortalecem a hipétese de que a predisposicdo genética é um fator
importante na progressdo tumoral. A analise de agrupamento por classes pelo
Programa Neogene Analysis revelou que o genétipo CYP2E1*c2 quando
combinado a outros genes parece conferir um maior risco para o desenvolvimendo
dos CCECP. Ja a classe genotipica CYP2E1-selvagem/
GSTM1*nulo/GSTT1*positivo  estaria relacionada a wum baixo risco de
desenvolvimento de CCECP.
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Olivieri, EHR Abstract Head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCC) are a heterogeneous group of the aerodigestive tract illness. Around 95%
of these neoplasms consists of squamous cell carcinomas. These tumors are
causally associated with tobacco usage alone or in combination with alcohol
comsuption. Most of the carcinogens present in tobacco smoke are converted into
DNA-reactive metabolites by cytochrome P450 enzymes and detoxification of these
metabolites is performed by glutathione S-transferases and N-acetyl-transferases in
humans. Several genes of these groups display polymorphisms that could
modulate enzymatic activities like carcinogens activation and detoxification. The
purpose of the study was to correlate the genotype/phenotype and HNSCC
development risk and the impact of the analysed clinical and genetical factors. The
patients comprised 156 individuals with HNSCC and 145 without current or
previous diagnosis of cancer. The GSTM1 and GSIT1 deletions were analysed by
PCR-multiplex and the SNPs (single nucleotide polymorphisms) genotyping of the
CYP1A1, CYP1A2 and CYP2E1 genes was performed by PCR-RFLP. The statistical
analysis shows significant difference for tobacco and alcohol consumption between



cases and controls (P=0.001), suggesting that these factors are independents risks to
HNSCC. It was detected an association between the genotype CYP1A1*2A and
tumor recorrence in oral carcinomas (P=0.02), genotype CYP2E1*c2 and T3/T4
carcinomas (P=0.009) and genotype GSTT1*null and presence of metastases
(P=0.048). These findings are compatible with the view that genetic predisposition
is important in determining parameters related to tumor progression in head and
neck cancer. In addition, it was observed that CYP2E1*c2 grouped to others genes
could confer increased risk to HNSCC development and the genotype class
CYP2E1*wild-type/GSTM1*null/ GSTT1*positive represents low risk to HNSCC.
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