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RESUMO

Introducdo: O gene TNF-q, parte da grande familia TNF, faz parte da cascata
da inflamacédo e participa de uma das vias da apoptose. Ele tem importante
papel na patologia de diversas doencas, inclusive o carcinoma epidermdide de
boca e orofaringe. Objetivo: Correlacionar os polimorfismos -308 e -238 do
gene TNF-a com o fator de risco ao carcinoma epidermdide de boca e
orofaringe e analisar o papel desses polimorfismos na sobrevida desses
pacientes. Método : 188 pacientes portadores de carcinoma epidermodide de
boca e orofaringe foram comparados com 235 controles, avaliados por PCR
para identificacdo dos polimorfismos TNF-238 e TNF-308. Foram realizadas
curvas de sobrevida dos pacientes para analise da sobrevida global e
especifica da doenca. Também realizamos a andlise dos polimorfismos em
conjunto levando em consideragcdo o grupo de menor risco (n= 15) e maior
risco (n=42) para o carcinoma epidermdéide de boca e orofaringe, para esses
grupos também foram realizados testes de risco e sobrevida. Resultados : Nao
houve diferenca estatistica em relacédo ao risco da doengca quanto a presenca
dos polimorfismos -238 e -308 do gene TNF-a. Nao houve diferenca estatistica
qguando consideramos o tempo de sobrevida dos pacientes entre os individuos
com polimorfismos do gene TNF-a nas regifes -238 e -308. Conclusao :A partir
da andlise dos resultados observados podemos concluir que: os polimorfismos
TNF-238 e TNF-308 nao estéo relacionados ao risco de desenvolver carcinoma
epidermdide de boca e orofaringe e esses polimorfismos também néo estéo

relacionados com o tempo de sobrevida desses pacientes.

Descritores: Carcinoma, Céancer, TNF-a



ABSTRACT

Introduction: The TNF-a gene, part of the major TNF family, is part of the
inflammation and participates in one of the apoptosis pathways. It has an
important role in the pathology of several diseases, including squamous cell
carcinoma of the mouth and oropharynx. Objective: To correlate the
polymorphisms -308 and -238 of TNF-a gene with the risk factors for mouth and
oropharynx squamous cell carcinoma and analyze the role of these
polymorphisms on the survival of these patients. Method: 188 patients with
mouth and oropharynx squamous cell carcinoma were compared with 235
controls, assessed by PCR for identification of TNF-238 and TNF-308
polymorphisms. We performed survival curves of patients for analysis of overall
and disease related survival. We also carry out the analysis of polymorphisms
together taking into account the lower risk group (n = 15) and higher risk (n =
42) for mouth and oropharynx squamous cell carcinoma for these groups were
also conducted tests of risk and survival. Results: There was no statistical
difference in the risk of disease in relation to the presence of TNF-a gene -238
and -308 polymorphisms. There was no statistical difference when considering
the survival of patients between those with gene TNF-a -238 and -308
polymorphisms. Conclusion: Through the observed results analysis we can
conclude that the TNF-238 and TNF-308 polymorphisms are not related to the
risk of developing mouth and oropharynx squamous cell carcinoma and these
polymorphisms are not related to survival of these patients.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre inflamacéo e cancer foi sugerida pela primeira vez em
1863, quando o médico alemédo Rudolph Virchow, observou a presenca de
leucécitos em tecido neoplasico. Ele sugeriu que o infiltrado linforeticular
refletia a origem do cancer nos locais de inflamagao cronica (Balkwill e
Mantovani, 2001). Desde entdo, uma grande quantidade de publicacbes tem
corroborado a evidéncia da oncogénese mediada pela inflamacao (Macarthur e
El-Omar, 2006).

Ao encontro desta teoria estd o fato de que varias condicbes
inflamatorias sdo consideradas como co-fatores na carcinogénese. Uma série
de neoplasias malignas € associada a agentes infeciosos e a inflamacéo; o
cancer de bexiga com a schistosomia, o carcinoma de cervix e de orofaringe ao
papilomavirus, a microbiota bucal e o cancer de boca, a gastrite induzida pelo
H. pylori e o cancer gastrico, o cancer colorretal e a retocolite, a hepatite B e C
e 0 hepatocarcinoma sdo alguns dos exemplos mais comuns. Tem sido
sugerido que as células inflamatdrias e as citocinas encontradas nos tumores
podem contribuir para o crescimento tumoral, progressdo e imumossupressao
(Balkwill e Mantovani, 2001).

Um dos fatores inflamatdrios que vem sendo relacionado aos tumores é
o TNF-a, uma citocina multifuncional produzida principalmente por mondcitos,
que é expressa em uma grande variedade de tumores e cuja presenca é
geralmente associada ao mau prognéstico (Balkwill, 2002) (Shirai et al., 1985).
A proteina TNF-a foi inicialmente reconhecida por sua citotoxicidade e sua
atividade antitumoral, e hoje sabemos que ela possui um largo espectro de
atividades bioldgicas, desde efeitos regulatorios até efeitos inibitérios em
parasitas e virus, além de um papel chave nos complexos eventos envolvidos
na inflamacao e na imunidade (Jacob et al.,1990; Nedwin et al.,1985; Skoog et
al., 1999; Jang et al., 2001).

O aumento sérico dos niveis de TNF-a foi associado a diversas

doencas, inclusive o cancer (Jang et al., 2001), e os niveis de sua expressao



podem ser determinantes, tanto na sua patogénese quanto na progressao do
tumor (Jang et al., 2001).

Soylu et al. realizaram um estudo comparativo com pacientes com
cancer de cabeca e pescoco e grupo controle para determinar o nivel de TNF-a
no sangue, antes e depois do tratamento, e observaram que os niveis de TNF-
o eram mais elevados naqueles com cancer e que havia um decréscimo
significativo nesse nivel apdés o tratamento. Segundo os autores, estes
resultados podem fazer o TNF-a um importante marcador tumoral no
diagnostico destes tumores. Entretanto, ndo foram encontradas correlacfes
entre os niveis de TNF-a e o estagio ou diferenciacdo do tumor, e os resultados
nao permitiram determinar se esse aumento era uma resposta do hospedeiro
ao tumor ou ele fazia parte do processo de tumorigénese (Soylou et al., 1994).

Na literatura, o papel atribuido ao TNF na evolucédo e tratamento de
doencas malignas tem sido paradoxal. Altas doses em administracao local
destroem seletivamente vasos sanguineos do tumor e tém poderosa acao
antitumoral (Liu, 2005) (Falkensammer et al.,2006). Porém, quando é produzida
cronicamente, a citocina pode agir como um promotor tumoral enddgeno,
contribuindo para o desenvolvimento estromal necessario para 0 crescimento
do tumor e a sua disseminacao (Balkwill, 2002; Suganuma, 1999). Esses
efeitos sdo analogos as fun¢gbes do TNF-a durante o processo inflamatoério,
pois enquanto induz a morte de células doentes no sitio da inflamacéo, ele
estimula o crescimento de fibroblastos, destréi vasos, mas também induz varios
fatores angiogénicos (Balkwill, 2002).

O TNF-a pode promover a angiogénese diretamente por estimulacao
da proliferacéo celular endotelial e indiretamente por modular a expressao de
outros fatores pro-angiogénicos (Leek et al.,, 1998). Além disso, ele pode
induzir a expressao das moléculas de adesédo e estimular a producdo de
colagenase que estdo envolvidas na maior motilidade e no comportamento
invasivo/metastatico das células tumorais (loculano et al., 1995; Parks et al.,
1994; Hohberger et al.; 2008).

Além de atuar na cascata do processo inflamatorio, o TNF-a também
esta envolvido na cascata da morte celular por apoptose. A expresséo do gene
esta relacionada a inducéo da apoptose de células alvo de adenocarcinomas e



linhagens celulares de fibroblastos, mediacdo da resposta inflamatoria e na
promoc¢ao de moléculas de adeséo (Balkwill, 2002).

Briskin et al. estudando linhagens celulares de carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco (CECP), observaram a indugdo da apoptose via TNF-a
em algumas células de CECP, na concentragédo de 10* U/mL ou acima, mas
com diferentes graus de sensibilidade a ele. Eles mostraram as primeiras
evidéncias da capacidade citotoxica dessa citocina e observaram que a
sensibilizacdo pelo TNF-a resultava em reacdes citotOxicas variaveis em
linhagens celulares de CECP, com significativa morte celular precedente a
fragmentacdo do DNA (Briskin et al., 1996). Esses resultados foram obtidos
também por Sandra et al.,, que mostraram que o TNF-a induz a apoptose
ligando-se ao receptor TNFR1, e esse receptor interage com os dominios de
morte da célula recrutando a via TRADD de morte celular.(Sandra et al., 2002)

Kassouf et al. (2007) demonstraram que as células tumorais de
carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco podem desenvolver a habilidade
de expressar citocinas de inducdo de apoptose como FAS, TNF-a e TRAIL, e
com isso induzir a apoptose nas células T do sistema imune que teriam como
funcdo fazer com que as células tumorais entrassem em apoptose. Esse
estado de privilégio imunoldgico é descrito como “contra-ataque” tumoral.

A expressao e o nivel citoplasmatico da proteina TNF-a sdo regulados
pela regido promotora do gene TNF-a, e os polimorfismos nessa regido podem
aumentar ou diminuir a concentracdo plasmatica dessa proteina (Jang et
al.,2001).

O gene TNF-a esta localizado no bragco curto do cromossomo 6, na
posicdo 6p21.3, regido mais polimérfica e com maior densidade genética de
todo o genoma, e pertence a classe Il do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC) (Figura 1). (Nedwin et al.,1985; Jacob et al.,1990; Cavaleiro e
Fonseca, 2004).
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Figura 1. Figura do cromossomo 6 mostrando a localizagdo do gene TNF-a.

Fonte: http://ncbi.nih.gov

A regido génica do TNF-a é altamente varidvel. Em sua maioria os SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) localizam-se na regido promotora do TNF-
a, nas posi¢des -1031T>C, -863C>A, -857C>A, -851C>T, -419G>C, -376G>A, -
308G>A, -238G>A, -162G>A e -49G>A (Cavaleiro e Fonseca, 2004). Os
polimorfismos nesse gene envolvem o sitio de ligacdo do fator de transcrigéao,
afetando as proteinas de ligacdo nos sitios —323 e —285, resultando em um
composto transcricional alterado. A regulacdo da transcricdo do gene TNF é
essencial para evitar os efeitos deletérios da sintese excessiva do TNF. As
variacdes genéticas podem afetar a transcricdo e expressdo de TNF e dentre
os varios polimorfismos, 0os mais estudados sdo os SNPs na regido promotora
do TNF-a (acesso: AY274902) nas posi¢cbes —238 e —308, ambos envolvendo a
substituicdo de uma guanina por adenina (Wilson et al., 1997; Louis et al.,
1998; Abraham e Kroeger, 1999; Azmy et al., 2004; Cavaleiro e Fonseca,
2004).

A presencga da SNP —308 esta associada ao aumento da transcricdo
do gene TNF-a, enquanto que a SNP na posicdo —238 associa-se com a
diminuicao de sua expressédo (Ozen et al., 2002; Wilson et al., 1997; Oliveira et
al.; 2004).



A significancia funcional do produto do polimorfismo ainda néo € clara
(Wilson et al., 1997; Ozen et al., 2002; Oliveira et al., 2004; Liu et al., 2005) a
suscetibilidade a diferentes doencas como diabetes, formas mais graves de
artrite reumatdide, bronquite cronica, infeccbes mais severas em doencas
como malaria e leishimaniose, entre outras (Mcguire et al., 1994; Huang et al.,
1997; Li et al., 2003; Cavaleiro e Fonseca, 2004). Por outro lado, também esta
relacionada a protecdo de algumas formas de doenca pulmonar como DPOC e
fibrose pulmonar (Oliveira et al., 2004).

Os polimorfismos da regidao promotora -308 do gene TNF-a tém sido
relacionados a susceptibilidade de diversos tipos de neoplasias como o cancer
gastrico, mieloma multiplo, cancer ésseo, cancer de mama, cancer de colo do
Gtero, colorretal e carcinoma de células renais (Chouchane et al. 1997; Fei et
al., 2004; Macarthur et al, 2004; Neber et al., 2005; Patind-Garcia, 2000;
Kamali-Saverstan et al.; 2004; Jang et al., 2001).

Os estudos realizados com o alelo —238 sugeriram uma funcgédo protetora
contra o cancer, e esse efeito protetor € creditado a diminuicdo da producao de
TNF-a encontrada nesse polimorfismo, o que pode suportar a proposta de que
o TNF-a € um promotor tumoral endégeno (Jang et al.,, 2001; Cavaleiro e
Fonseca, 2004; Oliveira et al., 2004).

Por outro lado, o papel destes polimorfismos como fator de risco para o
desenvolvimento dos tumores de cabecga e pescoco de uma maneira geral e,
especificamente, do carcinoma epiderméide de boca, ndo tem encontrado
relato uniforme na literatura. Liu et al. (2005) apds a genotipagem de 192
pacientes com cancer de cavidade oral e 146 controles, constatou que o alelo -
308 G era maior entre os pacientes com cancer e o genotipo -238 G/A era
menor nestes casos. Gupta et al. (2008) estudaram 94 pacientes tabagistas
com cancer de boca e 130 controles sadios, e observaram que a frequéncia do
alelo TNF-a - 308G era significantemente menor e do alelo TNF-a - 308A era
significantemente mais alta entre os pacientes com cancer do que entre 0s
controles. N&o observaram variacdo entre 0s casos e 0s controles quanto ao
TNF-a - 238.



Do mesmo modo, ndo é consensual na literatura a influéncia que os
polimorfismos do TNF-a causam no comportamento biolégico e clinico-
patoldgico nos tumores de cabeca e pescoco.

Parks et al. (1994) relataram que uma maior producédo de TNF-a pode
interferir nas caracteristicas dos tumores de cabeca e pescoco pela sua
capacidade de ativar a angiogénese, causando um maior aporte de nutrientes
para o tumor, e também pela sua capacidade de afetar as funcbes dos
fibroblastos, estimulando a producdo de colagenase o que pode aumentar a
capacidade de invasdo metastatica do tumor. Entretanto, ndo existem estudos
que comprovem esta correlacdo, seja pelo predominio de lesbes mais
avancadas neste grupo de pacientes, ou pela freqiéncia de metéstases
regionais ou a distancia. Romero-Reyes et al. (2007) sugerem que estratégias
para neutralizar a acdo do TNF-a podem ser benéficas para o tratamento do
cancer oral, porque um pior prognoéstico, assim como resisténcia a terapia,
estdo entre as caracteristicas de tumores que induzem uma maior expressao
de TNF-a. Outros estudos mostram diferengas no prognostico e
susceptibilidade também em relagcdo ao cancer de varios sitios de cabeca e
pescoco (Parks et al, 1994; Liu et al, 2005), o que justifica o estudo da
correlacdo desses polimorfismos com as caracteristicas clinicas e
histopatolégicas do carcinoma epidermdéide de boca e orofaringe, para
comprovar o seu impacto na susceptibilidade, progndstico e sobrevida desses
pacientes.

O presente estudo pretende avaliar os polimorfismos do gene TNF - a -
308 e -238 nos pacientes com carcinoma epiderméide de boca e orofaringe,
como um fator de risco e também como um fator relacionado ao

comportamento tumoral e, assim correlacionando-se a sobrevida.
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» Estudar os polimorfismos -238 e -308 do gene TNF-a como
fator de risco ao carcinoma de boca e orofaringe.

» Estudar a correlacéo entre os polimorfismos -238 e -308 do
gene TNF-a e a sobrevida ao carcinoma epidermoide de boca e

orofaringe
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3.1. A citocina TNF-a

A citocina TNF-a € um polipeptidio de 17 kDa, mediadora da inflamacéo,
gue de uma forma trimérica liga-se a dois receptores de superficie (TNFR1
e TNFR2) e que age diretamente na destruicdo e na recuperacao do dano
(Balkwill, 2002). A producdo de TNF estimula mudancas celulares drasticas
e remodelacao tissular. A sua indugdo por estimulos patolégicos conduz a
uma cascata de outras citocinas inflamatorias, fatores de crescimento e
fatores de adesdo endoteliais, que recrutam e ativam um grande numero de
células.

Em 1984, quando o gene TNF foi clonado, surgiu uma grande esperanca
no seu uso terapéutico no cancer avancado, porque altas doses em
administracdo local destroem seletivamente os vasos tumorais e tem
poderosa acao anti-cancer (Liu, 2005). Entretanto, quando ele é produzido
cronicamente, pode agir como um promotor tumoral endégeno, contribuindo
para a remodelacdo do tecido, necessaria para o tumor crescer e se
espalhar. Esses efeitos sdo analagos aos efeitos do TNF na inflamacéao,
pois enquanto ele induz a morte de células doentes no local da inflamacao,
estimula o crescimento de fibroblastos, destr6i os vasos sanguineos,
também induz varios fatores angiogénicos. A producdo crénica de TNF e
outras citocinas pelo tumor pode ser uma explicacdo para a ligacdo entre
condi¢cBes inflamatérias cronicas e o aumento da suscetibilidade ao cancer
(Leek et al., 1998; Balkwill, 2002).

Abraham e Kroeger (1999), em um trabalho de reviséo, descreveram o
impacto do polimorfismo —308 do gene TNF-a na regulacdo da atividade
transcricional. A mudanca da base nitrogenada guanina (alelo TNF1) para
adenina (alelo TNF2) na posi¢cdo —308 do gene TNF é associada com niveis

séricos elevados de TNF e maior suscetibilidade a varias doencas. O alelo



TNF2 esta associado a uma alteracéao na ligacéo da proteina de restricdo. O
nivel elevado de TNF, devido ao polimorfismo —308 pode alterar a resposta

imune do paciente.

3.2. Os polimorfismos no gene TNF e o cancer

Suganuma et al. (1999) demonstraram que a citocina TNF-a tem um
papel essencial na carcinogénese. Em seu artigo eles relataram que ratos
com “Knock- out” para os dois alelos do gene TNF-a (TNF-a -/-), isto é, com
os dois alelos inativados, onde foi usado carcinégeno quimico (acido
acadaico) para estimular o desenvolvimento de carcinoma epiderméide em
pele, apenas 10% desenvolveram um pequeno tumor, enquanto que 100%
dos ratos TNF-a +/+ desenvolveram carcinoma de pele. O estudo sugere
gue a citocina TNF-a age na promoc¢ao do tumor como estimulante para a
tranformacéo de células, ativando varios fatores de transcricdo e que a IL-1,
induzida pelo TNF-a, estara envolvida na progresséo do tumor.

Jang et al. (2001) estudaram a associacdo do polimorfismo na regido
promotora -238 e -308 do gene TNF-a e a suscetibilidade ao cancer. Foram
analisados os polimorfismos —238 e —308 em 169 pacientes com diferentes
tipos de cancer (carcinoma cervical uterino, carcinoma colorretal e
carcinoma de células renais) e comparados com 92 controles. Nao houve
diferenca estatistica em relagdo ao polimorfismo —308, mas houve no grupo
do polimorfismo —238 onde o gendtipo TNF-238A foi menor no grupo de
pacientes com cancer. Os autores sugerem gue esse genotipo pode ter um
efeito protetor contra o cancer pela diminuicdo na produgcdo de TNF-a, o
gue suporta a proposta de que essa citocina € um promotor tumoral
endogeno.

Azmi et al. estudaram os polimorfismos -238 e -308 do gene TNF-a e
seu papel com a susceptibilidade e severidade ao cancer de mama. Foram
genotipados 709 pacientes e 498 controles pareados por sexo e idade. As
frequéncias alélicas dos dois polimorfismos foram similares entre os casos e

controles, contudo o polimorfismo — 308 foi associado com invasao



vascular. Os autores concluiram que nao houve associacdo entre 0s
polimorfismos -238 e -308 do gene TNF-a e o risco de cancer de mama na
populacdo do Norte da Europa.

Kamali-Sarvestani et al (2005) investigaram a associacdo dos
polimorfismos -308 do gene TNF-a e +252 do gene TNF-B e sua associacao
com a expressdo de receptores de estrégeno. O efeito do TNF-a em
diminuir os receptores de estrogeno e bloquear o efeito proliferativo das
células do cancer de mama ja foi comprovado. Foram estudadas 160
pacientes com cancer de mama que foram genotipadas para os dois
polimorfismos e a andlise imunohistoquimica foi realizada nos tumores. A
analise dos polimorfismos separadamente nao foi significante, mas o
conjunto dos dois polimorfismos mostrou um aumento significante nos
receptores encontrados. Como conclusdo, os autores relatam que esses
polimorfismos podem estar associados ao nivel de receptores esterdides no
cancer de mama.

Gorouhi et al.(2008) realizaram uma meta-analise da associacdo do
risco de cancer gastrico com os polimorfismos do gene TNF-a. Foram
usados 24 estudos que analisaram os polimorfismos mais estudados: -308
G/A (23 estudos), -238 G/A (9 estudos), -857 C/T (5 estudos). Nessa
analise eles concluiram que o genodtipo -308 AA foi estatisticamente
associado com o risco de cancer gastrico, enquanto os outros polimorfismos
nao o foram.

Yang et al. (2009) estudaram os efeitos das variacdes genéticas do gene
TNF no desenvolvimento de cancer gastrico e seus efeitos conjuntamente
com o tabagismo na populacéo coreana. Foram genotipados 84 pacientes e
336 controles pareados para os polimorfismos -238, -308, -857, -863, -1031
do gene TNF-a e 252 do gene TNF-B. O trabalho mostrou que o
polimorfismo -857 C/T do gene TNF-a foi associado significantemente ao
risco de cancer gastrico, e todos os haplétipos contendo TCT ou CCC dos
polimorfismos -1031 T/C, -863 C/A e -857 C/T foram associados com alto
risco para cancer gastrico somente entre tabagistas.

A concluséao dos autores foi que o polimorfismo do gene TNF-a -857 pode
ter um papel na carcinigénese e risco do cancer gastrico, mas nada foi

encontrado entre os outros polimorfismos.



3.3. O gene TNF-a e o carcinoma epiderméide de cabeca e pescoco

Soylu et al. (1994) avaliaram pelo método imunoradiométrico o nivel
sérico do TNF-a em pacientes com carcioma epidermdéide de cabeca e
pescoco, para determinar o papel do TNF-a no diagnéstico diferencial de
doencas benignas e malignas e no seguimento desses pacientes. Os
autores também procuraram correlacionar nivel de TNF-a com o estadio e o
grau de diferenciacdo do tumor. Observaram que antes do tratamento, o
valor do TNF-a era quase 100 vezes maior no grupo de estudo do que no
grupo controle, e esse nivel reduzia-se depois do tratamento. Concluiram
gue o nivel sérico de TNF-a pode ser um eficiente marcador tumoral no
diagndstico do CECP.

Su et al. (2004) estudaram a expressao de TNF-a e de seus receptores
em pacientes mascadores de betel com carcinoma epiderméide de boca
para analizar se esses parametros eram associados com a progressao da
doenca de acordo com o estadio do tratamento. Foi utilizado sangue
periférico de 116 pacientes com carcinoma epidermoide em diferentes
estagios de tratamento e 19 mascadores de betel com mucosa normal cujos
estagios de tratamento eram: 1) sem tratamento, pacientes com cancer
primario ativo sem nenhum tratamento para a doenca 2) pacientes que
foram tratados por menos de 1 ano com radioterapia, quimioterapia e/ou
cirurgia e sem recidiva 3) pacientes que foram tratados e sem recidiva 4)
pacientes que foram tratados duas ou mais vezes e com recidiva. Foi
utilizado o teste de ELISA para detectar o nivel de TNF-a e seus receptores.
Eles acharam uma expressdéo de TNF-a e seus receptores
significantemente maiores entre os pacientes com cancer do que entre os
controles. Os resultados sugerem que a razdo TNF-a/ sSTNFR2 no sangue
pode ser uma ferramenta (til para o diagndstico precoce de carcinoma
epidermdide em pacientes de alto risco.

Hoffmann et al. (2007) analisaram a expresséo aberrante de citocinas no
carcinoma epidermoide e no carcinoma adendide cistico de cabeca e

pescoco. Os autores avaliaram o nivel sérico de 10 citocinas, entre elas o



TNF-a. Foi encontrado um nivel alterado da expressdo nos pacientes com
carcinoma epidermoide comparados com o0s individuos controles com
predominancia de citocinas pro-inflamatorias.

Romero-Reyes et al. (2007) investigaram a significAncia da proteina TNF-
a na morte ou perda de fungcdo das células do baco e natural killers em
culturas com tumores de boca. Eles usaram linhagens de tumores em ratos
TNF-a +/+ e TNF-a -/-. Os autores concluem que os resultados encontrados
sugerem que a grande producdo de TNF-a, durante a interacdo entre o
sistema imune com o tumor de boca, € um importante fator de decréscimo
na funcao e sobrevivéncia das células que fazem parte desse sistema, o que
causara um pior progndstico e até resisténcia a terapia em tumores que
possuem uma maior expressao dessas citocinas.

Kassouf e Thornhill (2008) investigaram se linhagens celulares de
carcinoma epidermoéide de boca poderiam usar os ligantes Fas-L, TRAIL e
TNF-a para induzir a apoptose em linfécitos T como um mecanismo de
escapar da resposta imune do hospedeiro. Eles usaram anticorpos contra
esses ligantes e demonstraram que o TNF-a pode ser um indutor alternativo
de apoptose nos linfocitos, fazendo parte do “contra - ataque” tumoral que
confere uma grande vantagem ao tumor, ndo s6 por matar as células que
tem como funcdo matar o tumor, como gerar também uma tolerancia
imunologica ao mesmo.

Hohberger et al. (2008) pesquisaram se 0 TNF-a estimula a producéo de
matriz metaloproteinase - 9 (MMP-9) na carcinogénese de carcinoma oral.
Essa enzima é essencial para o processo de invasdo tumoral, pois ela ira
contribuir para a digestdo da lamina basal. Eles demonstraram que com o
aumento da quantidade de TNF-a no ambiente tumoral h4 um aumento
proporcional de NF-kB, que ¢é um conhecido indutor de matriz
metaloproteinase, com isso, apos o0 estimulo do TNF-a, a secrecao de
MMP-9 aumentou de forma dose-dependente. A conclusdo foi de que o
TNF-a estimula a transcricdo e a secrecdo de MMP-9 de uma forma

dependente do NF-kB.



3.4. Os polimorfismos do gene TNF-a e o carcinoma epidermdide de

cabeca e pescoco

O polimorfismo na regido promotora do gene TNF-a foi associado com a
suscetibilidade ao carcinoma epidermoide de cavidade oral por Liu et al.
(2005) que detectaram alteracbes na funcdo imune nestes pacientes.
Foram genotipados 192 pacientes com CECP e 146 controles saudaveis,
por analise de PCR para os polimorfismos -238 e -308. Encontraram que 0
alelo -308 TNFG foi maior nos pacientes com CECP e o -308TNFG/A foi
menor nesses pacientes. O alelo -238G/A também foi menos encontrado
em pacientes com CECP. Os autores concluiram que o polimorfismo na
regido promotora do TNF-a estéd associado ao risco de CECP.

Matthias, Harréus e Strange (2006) realizaram um estudo prospectivo
incluindo 465 pacientes diagnosticados com céancer de cabeca e pescoco.
Trezentos e doze pacientes foram analisados apds 5 anos do tratamento
cirdrgico curativo. Foram coletados dados clinicos como: idade, género,
estagio TNM, variacdo morfologica, tabagismo e etilismo e dados genéticos
de enzimas, proteinas reguladoras do ciclo celular e citocina (TNF-a). Um
de seus resultados foi que o haplétipo TNFB1D5 teve influéncia significativa
na sobrevida de 5 anos livre de doenca. Esse haplétipo pode ser
relacionado com a recorréncia do tumor. Eles concluiram que apesar de
nao haver nenhuma duavida sobre a génese multifatorial do carcinoma
epidermdéide de cabeca e pescoco, os resultados do estudo suportam a
teoria que a génese e seu prognostico sao fortemente influenciados pelos
mecanismos de resposta imune e a regulacdo do ciclo celular, isto €, a
predisposi¢cao genética pode influenciar a sobrevida livre de doenca apés o
tratamento curativo.

Gupta et al.(2008) estudaram a associacao entre os polimorfismos na
regido promotora dos genes TNF-a e TNFR1 e na regido 3'UTR do gene
TNFR2 e a susceptibilidade ao carcinoma de boca relacionado ao tabaco.
Para esse estudo eles utilizaram 94 pacientes e 133 contoles pareados por



idade, sexo e etnia. A técnica de PCR foi utilizada para a genotipagem dos
pacientes e controles. Eles observaram que o polimorfismo -308 mostrou
diferenca significante entre o0s pacientes e controles. Os pacientes
mostraram uma frequéncia maior do alelo A na posicdo -308, ja a
frequéncia do alelo G foi significativamente menor entre os pacientes. A
frequéncia do gendtipo AG foi duas vezes maior entre os pacientes.
Contudo o polimorfismo na posi¢cdo -238 ndao mostrou variagdes entre 0s
pacientes e controles. Esses resultados levaram os autores a concluir que o
polimorfismo -308G/A pode estar relacionado com o0 aumento da
susceptibilidade do carcinoma de boca relacionado a tabaco, e que esse
polimorfismo pode ser usado como marcador de grupo de risco para o

carcinoma oral.
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4 LOCAL DE ESTUDO E CASUISTICA

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular
do Hospital Helidépolis e analisou os polimorfismos do gene TNF-a em 188
pacientes com carcinoma epidermdide de cavidade oral e orofaringe, atendidos
no periodo de 2001 a 2005, com seguimento minimo de 24 meses apds o
término do tratamento inicial, e desenvolvido no Hospital Heliopolis, Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e no
Instituto do Céncer Arnaldo Vieira de Carvalho, como parte da casuistica do
Projeto Genoma Clinico do Céancer de Cabeca e Pescoco (Projeto FAPESP n°©
04/12054-9).

Os individuos controles (235) foram selecionaddsears pacientes internados
no Hospital Heliépolis sem histérico de cancer oarttas relacionadas com o uso do
tabaco e alcool, doencas da cavidade oral, orgiriaringe, trato digestorio, diabetes,
doencas auto-imunes, condi¢des psicoticas, seadida retardo mental e doencas do

sistema nervoso central.

As caracteristicas socio- demograficas estdo sumarizadas na tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas dos individuos participantes,
de acordo com o grupo de estudo.

Caracteristica Categoria Controle Caso
N % N %

Género Feminino 31 13,19 29 15,43
Masculino 204 86,81 159 84,57

Faixa etaria < 40 anos 15 6,38 7 3,72
40-49 anos 78 33,19 51 27,13
50-59 anos 81 34,47 67 35,64
60-69 anos 44 18,72 40 21,28
270 anos 17 7,23 23 12,23

Idade (anos) Média + Desvio 53,44 10,57 55,82 11,33
padréao

Etnia Branco 137 58,30 135 72,19
indio 0 0 1 0,53
Mulato 72 30,64 38 20,32
Negro 24 10,21 12 6,42
Oriental 2 0,85 1 0,53

Tabagismo N&o,nunca fumou 44 18,72 16 8,51
Sim, ainda fuma 117 49,79 136 72,34
Sim, apenas no 74 31,49 36 19,15
passado

Etilismo N&o,nunca bebeu 54 22,98 22 11,70
Sim, ainda bebe 104 44,26 105 55,85
Sim, apenas no 77 32,77 61 32,45

passado




A maioria dos individuos era do género masculino (casos e controles). A
idade média dos controles foi de 53 anos e para os casos foi de 56 anos
aproximadamente.

Foi observada uma propor¢cdo maior de pessoas de etnia branca, seja
em casos ou controles (58,30% para controles e 72,19% para casos). O
tabagismo foi observado em quase 91% dos casos, entre aqueles que ainda
fumavam e aqueles que fumaram no passado. Entre os controles observou-se
gue 81% tinham ainda o habito de fumar ou tinham fumado no passado, isto €,
uma associacao estatisticamente significante para o tabagismo. Em relacdo ao
etilismo, 77% dos controles ainda bebiam ou tinham bebido no passado,
enquanto pouco mais de 88% dos casos ainda bebiam ou beberam no

passado.
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5.1. Extracdo de DNA — Sangue

Para o estudo dos polimorfismos dos genes TNF-a, foram analisadas
amostras de sangue de 188 pacientes com carcinoma epiderméide de
cavidade oral e orofaringe e de 235 controles.

A extracdo de DNA de sangue foi realizada segundo o protocolo de
extracdo de DNA por sal. Nas amostras onde nao foi obtida eficiéncia por esse
método foi realizada a extragdo por coluna. As colunas utilizadas foram da
QUIGEN® - Kit Quia-amp-minikit de extracdo de DNA gendmico de sangue por
coluna de silica.

Para a extracdo do DNA de sangue, por sal, o sangue periférico
coletado de pacientes foi misturado a 25 mL de tampédo 1 (Quadro 1) e, em
seguida, homogeneizado por inversao e colocado no gelo por 30 minutos. Apos
esse periodo, o material sofreu uma centrifugacdo por 15 minutos a 1800 rpm a
4T e o sobrenadante descartado. Logo apds, 5 mL do tampéo 1 (Quadro 2)
foram adicionados ao pellet, e foi realizada uma nova centrifugacdo por 5
minutos a 1800 rpm a 4. Posteriormente foi descartado o sobrenadante e o
pellet ressuspendido em 3 mL de tampdo 2 (Quadro 3) através de agitacdo
(Vértex). Misturou-se a solucéo, 10 pL de proteinase-K e 300uL de SDS 10%.
Em seguida, a solu¢éo foi incubada a 37<C por 16 ho ras. Ap6s o periodo de 16
horas, 1 mL de NaCl saturado (6 M) foi incluido a solucdo, que foi
homogeneizada vigorosamente por 15 segundos (Vortex) e em seguida
centrifugada por 20 minutos a 3000 rpm. Logo apds, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, com a adicdo de dois volumes de etanol absoluto
em temperatura ambiente, propiciando a precipitagdo do DNA, que foi icado e
lavado em etanol 70% em temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi
dissolvido em um tubo contendo 800 pL de TE, e incubado a 65T por 30
minutos para a degradacdo da proteinase-K e DNAses. Logo apoOs esse

periodo as amostras de DNA foram armazenadas em freezer a -20°C.



1550 mM Cloreto de Amonio 8291g¢g

100 mM Carbonato acido de 10,01 ¢
Potéassio
10 mM EDTA,pH 7,4 50 mL de EDTA 0,2 M; pH 7,4

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

Quadro 1. Lista de reagentes utilizados para o preparo da solugao

tampéao 1.
100 mM Tris-HCI, pH 8,0 8291¢g
4 M NacCl 10,01 g
EDTA 50 mL de EDTA 0,2 M; pH 7,4
g.s.p. 1000 mL de Agua Milli-Q

Quadro 2. Lista de reagentes utilizados para o preparo da solugéao

tampéo 2.
10 mM Tris ImLTris1M,pH7,5
1 mM EDTA 0,5mL EDTA 0,2 M; pH 7,4

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

Quadro 3. Lista de reagentes utilizados para o preparo da solugéo de
TE (tris-EDTA).

As amostras nas quais a extracdo por sal se tornaram inviaveis, foram
encaminhadas para a extracdo de DNA por coluna, segundo o protocolo da

QUIGEN® minikit de extracdo DNA genémico de sangue por coluna de silica.



Foram adicionados aos microtubos (Eppendorff® 1,5 mL) 500 pL de
solugdo de extracdo e 100 pL de sangue total. Houve a incubacdo desta
solucédo por 5 minutos em temperatura ambiente, e, logo apdés, procedeu-se a
transferéncia do material para a coluna de purificacdo acoplada a um microtubo
de 2mL. A solugéao passou por uma centrifugacédo de 1 minuto a 8.000 rpm em
microcentrifuga Eppendorff® 520R. Apds a centrifugacéo, a solugdo que passou
pela membrana de silica foi descartada. Acrescentou-se novamente 500 pL de
solucéo de extracdo para uma nova centrifugacdo de 1 minuto a 10.000 rpm.
Houve o descarte do centrifugado.

Em seguida, procedeu-se a etapa de lavagem do material, através da
adicdo de 500 pL de solugdo de lavagem “wash solution” com etanol e
centrifugacéo por 3 minutos a 13.000 rpm. O centrifugado foi descartado e em
seguida a coluna foi transferida a um tubo limpo devidamente etiquetado de
1,5mL (tubo definitivo). Foram adicionados a coluna 100 pL de &gua
autoclavada previamente aquecida a 70°C. Incubou-se a solucdo em
temperatura ambiente por 1 minuto para uma nova centrifugacao por 1 minuto
a 10.000 rpm. A coluna de silica foi retirada dos microtubos e o DNA foi

armazenado no freezer a -20°C.

5.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Com o DNA extraido, foram realizadas as reacdoes de PCR. Primers
especificos para o gen TNF-a (acesso Genebank: AY274902), descritos por
Ozen e colaboradores (2002), foram desenhados e utilizados nas reac¢des para
delimitar a regiao genbmica amplificada (Quadro 5 )
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer).

Na reacédo de PCR serdo utilizados de 100 a 200ng de DNA gendmico
para um volume total de reacdo de 50-pL, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 50
mmol/L KCI, 200 umol/L de cada deoxy-NTPs, 1.5 mmol/L de MgCI2, 1 U Taq
DNA polimerase (Life Technologies, Inc®, Rockville, MD, USA) e 25 pmoL de
cada primer especifico (Biobras®, Sao Paulo, SP, Brasil). As condi¢cdes de
ciclagem para gerar o fragmento de 116pb (-308 e -238 TNF-a) incluem uma
desnaturacdo por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45

segundos, anelamento durante 1 min em temperatura de 58°C e extens&o por



1 minuto a 72°C (Quadro 4). Os produtos de PCR foram visualizados em gel de

agarose e corados com brometo de etidio (Figura 2).

Tabela 2. Primers utilizados nas reacfes de PCR para as regifes promotoras
do gene TNF-a, tamanho dos fragmentos gerados pela reacdo e temperatura

de anelamento das reagdes.

GENE POSICAO SEQUENCIA FRAGMENTO TA
-308 G>A  F:-5AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC AT 3°
TNF-a -238G>A R:-5 ACT CCC CAT CCTCCCTGG TC 3’ 116pb 58C

S Sa S &S & 116 pb

Figura 2. Fotografia de gel de agarose 2% corado com brometo de etidio com a
amplificacdo do fragmento de 116pb do gene do TNF-a. As colunas 2 a 6
referem-se aos produtos amplificados e a coluna 1 refere-se ao marcador de

peso molecular de 100 pares de base.

Os primers do gene TNF-a e os polimorfismos estdo localizados na

sequéncia a seguir (Quadro 4). Primers com bases modificadas foram



desenhados para a amplificacdo do gene TNF-a a fim de criar um sitio de
reconhecimento das enzimas Ncol (polimorfismo -308) Avall (polimorfismo -
238).

LOCUS AY274902 1236 bp DNA linear PRI 12-DEC-2003

DEFINITION Homo sapiens DT3 tumor necrosis factor (TNF) gene, TNFp*007
allele, promoter region and 5'UTR.

ACCESSION AY274902

VERSION AY274902.1 GI:31377868 SOURCE  Homo sapiens (human)
1 gccgecagac tgetgcaggg gaagcaaagg agaagctgag aagatgaagg aaaagtcagg
61 gtctggaggg gcgggggtca gggagcetcct gggagatatg gccacatgta geggcetetga
121 ggaatgggtt acaggagacc tctggggaga tgtgaccaca gcaatgggta ggagaatgtc
181 cagggctatg gaagtcgagt atggggaccc ccccttaacg aagacagggc catgtagagg
241 gccccaggga gtgaaagagc ctccaggacc tccaggtatg gaatacaggg gacgtttaag
301 aagatatggc cacacactgg ggccctgaga agtgagagct tcatgaaaaa aatcagggac
361 cccagagttc cttggaagcc aagactgaaa ccagcattat gagtctccgg gtcagaatga
421 aagaagaagg cctgccccag tggggtctgt gaattccecgg gggtgatttc actccceggg
481 gctgtceccag gcettgteect getaccecca cccagccttt cctgaggect caagectgec

541 accaagcccc cagctccttc tccccgcagg gacccaaaca caggcectcag gactcaacac
601 agcttttccc tccaaccccg ttttctctee ctcaaggact cagctttctg aagcccctce

661 cagttctagt tctatctttt tcctgcatcc tgtctggaag ttagaaggaa acagaccaca

721 gacctggtcc ccaaaagaaa tggaggcaat aggttttgag ggc catgggg acggggttca
781 gccetccaggg tectacacac aaatcagtca gtggcccaga agacccccct cagaatcgga
841 ccagggagga tggggagt gt gaggggtatc cttgatgctt gtgtgtcccc aactttccaa

901 atccccgecc ccgcgatgga gaagaaaccg agacagaagg tgcagggecc actaccgctt

Quadro 4 . Primers para as reacfes de PCR da regido promotora do gene TNF-
a mostrando o primer forward com a base modificada - ¢ sublinhada (mudanca
de g para ¢ no primer). O primer reverse contém a base c sublinhada (mudanca

de g para c).



5.3. Digestdo com enzimas de restricdo

Para as reacdes de digestdo de cada fragmento especifico, obtidos
através da PCR, foram utilizados 10uL do produto de PCR para 0,5uL das
enzimas Ncol e Avall (5U; New England Biolabs, Berverly, MA, USA), 2uL de
10X NEBuffer 2 e 0,2uL de bovine serum albumin (100mgL™) para um volume
final de 20uL de reacéo. Estes componentes foram incubados em temperatura
especifica conforme a orientacdo do fabricante, e apds o término da reacdao,
10pL da reacgédo de digestao foram misturados ao corante Loading Buffer e

submetidos a eletroforese em gel e corado com brometo de etidio (1mg/mL).

5.4. Forma de andlise dos resultados do estudo dos polimorfismos

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

O polimorfismo -308 do gene TNF-a (G—A) abole um sitio de restricdo
para a enzima Ncol. A endonuclease de restricdo reconhece o sitio CCATGG
(Figura 3). Individuos do tipo homozigotos selvagem foram identificados no gel
através de duas bandas produtos de digestdo com 96 e 20 pares de base.
Individuos heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrdao com 3
bandas com 116, 96 e 20 pares de base. Os individuos homozigotos para o
polimorfismo apresentaram uma Unica banda com 116 pares de base como

mostrado na Figura 4.
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Figura 3. Sitio de reconhecimento da endonuclease de restricdo Ncol, com a

substituicdo de uma guanina por uma adenina.
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Figura 4 . Fotografia de gel agarose 3% corado com brometo de etidio onde
visualizamos os resultados da reacao de digestdo com os fragmentos do gene
TNF-a na posicéo -308. As colunas 2 a 8 referem-se aos produtos amplificados

e a coluna 1 refere-se ao marcador de peso molecular de 100 pares de base.

O polimorfismo -238 do gene TNF-a (G—A) abole um sitio de restricdo
para a enzima Avall. A endonuclease de restricdo reconhece o sitio GGWCC
(W=A ou T) (Figura 5). Individuos do tipo homozigoto selvagem foram
identificados no gel através de duas bandas de produtos de digestdo com 96 e
20 pares de base. Individuos heterozigotos para o polimorfismo apresentaram
um padrdo com 3 bandas com 116, 96 e 20 pares de base. Os individuos
homozigotos para o polimorfismo apresentaram uma Unica banda com 116

pares de base como mostrado na Figura 6.
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Figura 5. Sitio de reconhecimento da endonuclease de restricdo Avall, com a

substituicdo de uma guanina por uma adenina.
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Figura 6 . Fotografia do gel de agarose 3% corado com brometo de etidio com
os fragmentos de digestdo do gene do TNF-a para o polimorfismo -238. As
colunas 2, 3 e 4 apresentam individuos sem polimorfismo, as colunas 5 a 8
apresentam individuos heterozigotos. Na coluna 1 esta o marcador de peso
molecular de 100 pares de base.

5.5. Método Estatistico

Foi calculado o equilibrio de Hardy-Weinberg em relagdo aos
polimorfismos -308 e -238 do gene TNF-a.

Para as variaveis qualitativas foram calculadas as frequéncias e
porcentagens, enquanto que para as variaveis quantitativas foram calculadas

médias e desvio padrao.



Foram entdo realizados testes de qui-quadrado de Pearson e T de
Student.

Para a avaliacao dos fatores de risco da doencga foi utilizada a regressao
logistica para calcular o odds ratio com intervalo de confianca de 95%.

Em relacéo a avaliacao de sobrevida a doenca foi realizada a construcao
de uma tabela de vida pelo método atuarial com probabilidades calculadas de 1
a 5 anos.
Foram realizadas curvas de sobrevida pelo método de Kaplan- Meier e
comparadas pelo teste de log-rank com o calculo do valor de p.

Para a avaliacdo dos fatores progndsticos foi utilizada a regressao de
Cox univariada e multipla para calculo de hazard ratio ndo ajustado e ajustado
com intervalo de confianca.

Os softwares estatisticos utilizados para a analise foram Stata 8.0 for
Windows e SPSS 12.0 for Windows.

5.6. Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Heliépolis, em 10 de junho de 2008, sob o nimero 620. E subprojeto
do Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e Pescoco, também
aprovado pelo CEP do Hospital Helidpolis sob nimero 386 aprovado em 15 de
abril de 2005.

O material utilizado para a realizagdo do estudo consistiu em amostras
de sangue. Do sangue coletado foi extraido o DNA e armazenado de acordo
com as normas técnicas do Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital
Helidpolis, fazendo parte do acervo de material do Projeto Genoma Clinico do
Cancer de Cabeca e Pescoco e sdo da responsabilidade da Dra. Adriana
Madeira Alvares da Silva.

Os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido do Projeto Genoma Clinico do Céancer de Cabeca e Pescoco.

A relacdo entre a genética e os beneficios diretos aos pacientes esta
bem estabelecida em cancer medular de tiredide, cancer de mama e célon, na
qgual marcadores moleculares sdo utilizados na pratica clinica. Porém, para os
marcadores em gquestao, ainda em estudos preliminares, muito possivelmente,

nao havera beneficios diretos em decorréncia da pesquisa aos pacientes deste



estudo, no entanto, os resultados poderdo beneficiar, no futuro, outros
pacientes.

Os resultados obtidos deste trabalho serdo enviados a publicacdo em
revista cientifica, garantido o sigilo e respeito a confidencialidade dos sujeitos
envolvidos no trabalho.
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A primeira parte do resultado corresponde a descricdo do estudo caso-
controle e analise estatistica dos fatores preditores para a doenca. Na segunda
parte apresentamos o0s resultados relacionados a analise de sobrevida dos

pacientes em relacéo a sobrevida especifica pela doenca e sobrevida global.

6.1. Estudo de caso-controle: Fatores relacionados com carcinoma

epiderméide de boca e orofaringe

6.1.1. Variaveis em estudo

As principais variaveis independentes foram as relacionadas com o0s
polimorfismos TNF-308 e TNF-238. As outras variaveis independentes foram:
género, idade, etnia, escolaridade, tabagismo e etilismo.

As frequéncias alélicas dos polimorfismos nas posi¢cdes -308 e -238
estdo em equiiibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,006 e p = 0,254 ,
respectivamente).

Na tabela 3 apresentamos as frequéncias alélicas dos polimorfismos
genéticos TNF-308 e TNF-238.

Tabela 3. Frequéncia genotipica do TNF-308 e TNF-238 dos individuos

participantes do estudo.




Caracteristica Categoria Controle Caso p
N % N %
TNF -308 G/IG 192 81,70 140 74.47 0,072%
G/A + A/IA 43 18,30 48 25,53
TNF -238 G/IG 205 87,23 167 88,83 0,616°
G/A + A/IA 30 12,77 21 11,17

§ Teste qui-quadrado de Pearson.

N&o foram encontradas associacdes significantes entre as frequéncias dos

gendtipos dos diferentes polimorfismos genéticos estudados em relacdo a

doenca. Para TNF-308, a frequéncia do gendtipo G/G foi maior entre controles

(81,70%) comparados com os casos (74,47%). Para o polimorfismo genético

TNF-238 encontrou-se uma maior freqiéncia de casos entre o genétipo G/G

(87,23% em controles e 88,83% em casos).

6.1.2. Regresséo logistica

Com o objetivo de analisar as variaveis relacionadas como fator de risco

para doenca foi utilizada a regresséo logistica. Nas tabelas 4 e 5 apresentamos

os resultados da regressao logistica univariada, com os calculos de odds ratio

(OR), intervalos com 95% de confiangca para OR e os valores p para esses

valores de OR.

Tabela 4. Analise dos polimorfismos -308 e -238 como fatores

de risco para a doenca.

caracteristica Categoria  Odds ratio Intervalo de p
nao confianca
ajustado

TNF-308 G/G 1,00



TNF-238

G/A+A/A
G/IG
G/A +A/A

1,53
1,00
0,86

0,96-2,44

0,47-1,56

0,073

0,617

A partir da tabela 4 observamos que nao houve significancia entre os

dois polimorfismos estudados, isto €, ndo podemos considera-los como fator de

risco ou fator de protecéo ao carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco.

Tabela 5. Analise das variaveis epidemiologicas como fatores de risco da

doenca.
Odds ratio Intervalo
Caracteristica Categoria nao de p
ajustado  confianca
Género Feminino 1,00
Masculino 0,83 0,48-1,44 0,513
Faixa etaria <40 anos 1,00
40-49 anos 1,40 0,53-3,67 0,493
50-59 anos 1,77 0,68-4,60 0,239
60-69 anos 1,95 0,72-5,26 0,189
> 70 anos 2,90 0,97-8,66 0,057
Tabagismo N&o,nunca fumou 1,00
Sim, ainda fuma 1,34 0,67-2,69 0,413
Sim,apenas no 3,20 1,71-5,96 <0,001
passado
Etilismo N&o,nunca bebeu 1,00
Sim, ainda bebe 1,94 1,07-3,54 0,030
Sim, apenas no 248 1,41-4,36 0,002
passado

A partir da tabela 5 podemos observar as variaveis que resultaram

estatisticamente significantes e relacionadas com a doenca. Nao foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas para género e faixa

etaria. Tabagismo e etilismo foram varidveis associadas estatisticamente com a

doenca e possiveis candidatas para a constru¢cdo do modelo de regressao



logistica multipla, além das variaveis relacionadas aos polimorfismos genéticos,
gue foram igualmente consideradas em virtude do objetivo da pesquisa, ainda
que ndo fossem estatisticamente significantes.

Utilizou-se 0 método stepwise forward, que permite que as variaveis
candidatas ao modelo multiplo entrem uma a uma no modelo. A ordem foi
estabelecida de acordo com o valor p (em forma crescente) e em caso de
empate o OR maior era selecionado entre as duas variaveis.

Na tabela 6 apresentamos o0 modelo de regressao logistica final.

Tabela 6. Distribuicao das razdes de risco de apresentar a doenga.

Odds ratio Odds ratio  Intervalo
Caracteristica Categoria nao de p
ajustado  ajustado  confianga

Tabagismo N&o,nunca fumou 1,00 1,00

Sim, ainda fuma 1,34 1,07 0,51-2,22 0,863

Sim,apenas no passado 3,20 2,55 1,32-4,89 0,005
Etilismo N&o,nunca bebeu 1,00 1,00

Sim, ainda bebe 1,94 1,87 0,99-3,54 0,053

Sim, apenas no passado 2,48 1,86 1,02-3,40 0,042
TNF -308 GIG 1,00 1,00

G/A + AIA 1,53 1,45 0,89-2,35 0,133
TNF -238 G/IG 1,00 1,00

G/A +A/A 0,86 0,88 0,48-1,62 0,681

Na tabela 6 as variaveis que resultaram como fatores independentes da
doenca foram o tabagismo e etilismo, isto €, individuos que fumam tém 3,2
vezes mais risco de ter carcinoma epidermdide de boca ou orofaringe do que
os individuos que nunca fumaram. Individuos que bebem tém 2,48 vezes mais
risco de terem carcinoma de boca e orofaringe comparado a pessoas que nao
bebem. Os polimorfismos genéticos TNF-308 e TNF-238 né&o resultaram
fatores independentes relacionados com a doenca.



6.2. Fatores prognaosticos

Dos 188 casos participantes do estudo caso-controle, obtivemos informacéo
de seguimento de 186 casos. A partir do tempo de seguimento e do status vital
do paciente realizamos a analise de sobrevida especifica pela doenca e

sobrevida global.

6.2.1. Variaveis em estudo

As variaveis independentes consideradas neste estudo foram: género, faixa
etaria, escolaridade, etnia, tabagismo, etilismo, diferenciacdo, embolizacéo
sangilinea, embolizacao linfatica, infiltracdo perineural, infiltracdo inflamatéria,
estadiamento TNM, linfonodo comprometido e invasao extracapsular, assim
como as varidveis TNF-308 e TNF-238 consideradas como as principais
variaveis. Na tabela 7 sdo apresentadas as frequéncias e porcentagens das

variaveis analisadas.

Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas do TNF-308 e TNF-238

segundo a condi¢éo da ultima avaliacao.

Caracteristica Categoria Vivo (N=107) Morto (N=76) p
N % N %
TNF -308 G/G 74 69,2 61 80,3 0,092°

G/A+A/IA 33 30,8 15 19,7



TNF -238 GIG 93 86,9 69 90,8 0,418°
G/A + AIA 14 13,1 7 9,2

8 Teste qui-quadrado de Pearson.

6.2.2. Andlise de sobrevida

O tempo desde a cirurgia até a morte pela doenca foi calculado para a
sobrevida especifica.

As curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier sao apresentadas na
figura 7 para a curva de sobrevida global e na figura 8 para a curva de
sobrevida especifica pela doenga. As probabilidades de sobrevida acumulada
de 1 a 5 anos foram calculados pelo método de tabelas de vida (ou método

atuarial) e sdo apresentadas na tabela 8.
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Figura 7. Curva de sobrevida global.
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Figura 8. Curva de sobrevida especifica pela doenca.

Tabela 8. Analise da probabilidade de sobrevida especifica e global.

84




Sobrevida Mediana Probabilidade de sobrevida

(meses)
1 2anos 3 anos 4 anos 5 anos
ano
Especifica 60 0,84 0,72 0,64 0,61 0,56
Global 60 0,81 0,67 0,59 0,56 0,51

Para avaliar os fatores progndsticos relacionados com a sobrevida
especifica dos pacientes utilizou-se a regressdo de Cox. Na tabela 9 séo
apresentados os valores dos hazard ratio (HR) para as variaveis independentes
analisadas. Algumas variaveis independentes nao foram analisadas devido ao
ndmero pequeno de casos apresentados.

Da tabela 9 observamos que nenhuma das variaveis foi estatisticamente
significante em relacdo a sobrevida dos pacientes. Mesmo assim, as variaveis
relacionadas aos polimorfismos genéticos TNF-308 e TNF-238 serdo incluidas

no modelo final de regressao de Cox por ser de interesse da pesquisa.



Tabela 9. Distribuicdo das razbes de risco para a analise de sobrevida
especifica.

Hazard Intervalo
Caracteristica Categoria ratio (HR) o!e p
confianga

Género Feminino 1,00

Masculino 1,12 0,55-2,27 0,751
Faixa etaria <40 anos 1,00

40-49 anos 0,49 0,17-1,45 0,198

50-59 anos 0,52 0,18-1,51 0,232

60-69 anos 0,47 0,15-1,46 0,193

= 70 anos 0,26 0,07-0,98 0,047
Tabagismo N&o,nunca 1,00

fumou

Sim, ainda fuma 1,50 0,41-5,44 0,540

Sim,apenas no 2 2g 0,70-7,20 0,173

passado
Etilismo N&o,nunca 1,00

bebeu

Sim, ainda bebe 0,95 0,38-2,39 0,912

Sim, apenas no 1,44 0,61-3,39 0,407

passado
TNF -308 G/IG 1,00

G/A + AIA 0,81 0,45-1,44 0,472
TNF -238 G/G 1,00

G/A +A/A 0,61 0,24-1,52 0,286

As variaveis relacionadas com as caracteristicas do tumor apresentaram
maior associacdo com a sobrevida especifica dos pacientes (Tabela 10).

Pacientes com tumores pouco diferenciados tiveram quase 4 vezes mais risco



de Obito devido ao carcinoma, quando comparados com pacientes com
tumores bem diferenciados. Pacientes que apresentaram embolizacdo linfatica
tém 2,13 vezes mais risco de Obito. Tumores T3-T4 estdo associados com
piora da sobrevida especifica dos pacientes; assim como pacientes com

linfonodo comprometido.

Tabela 10. Distribuigdo das raz6es de risco para as variaveis histopatoldgicas.

. Intervalo
Caracteristica Categoria Hazard ratio (HR) de p
confianga
Diferenciagdo Bem diferenciado 1,00
Moderadamente 0,85 0,50-1,42 0,527
Pouco diferenciado 3,86 1,57-9,48 0,003

Embolizagéo sanguinea  Ausente 1,00



Embolizagéo linfatica

Invasao perineural

Infiltrac&o inflamatdria

TNM categorizado

Linfonodo comprometido

Invaséo extracapsular

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Escasso
Moderado

Intenso
T1-T2
T3-T4

Ausente

Presente

Ausente

Presente

2,31
1,00
2,13
1,00
0,87
1,00
1,80
1,08
1,00
1,71
1,00
3,10
1,00
1,43

0,99-5,38

1,26-3,59

0,50-1,49

0,96-3,35
0,38-3,02

1,04-2,84

1,78-5,39

0,75-2,73

0,052

0,005

0,603

0,065
0,888

0,036

<0,001

0,281

Nas figuras 9 e 10 apresentamos as curvas de sobrevida para o TNF-

308 e TNF-238, também os valores de p para o teste log-rank de comparacao

de curvas de sobrevida. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre as curvas de sobrevida das freqiéncias alélicas do

polimorfismo genético TNF-308 (p=0,471).
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Figura 9. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para TNF-308.
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As evidéncias estatisticas permitem dizer que néo existem diferencas

significativas entre as curvas de sobrevida das frequéncias alélicas do

polimorfismo genético TNF -238 (p=0,281).
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Figura 10. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para TNF-238.

Na tabela 11 apresentamos o modelo final de sobrevida para os
pacientes com carcinoma de boca e orofaringe. Pacientes com tumor pouco
diferenciado, embolizacdo sangiinea, estadiamento T3-T4 e linfonodo
comprometido tém pior sobrevida. As varidveis: infiltracéo linfatica assim como
TNF-308 e TNF-238 ndo estdo associadas independentemente com a

sobrevida dos pacientes. Este modelo foi ajustado por tabagismo e etilismo.

Tabela 11. Distribuicdo das razfes de risco ajustada para a andlise de
sobrevida.



Hazard Hazard
. ratio
Caracteristic Categoria nao 0 de 0
a _ confiang
ajustad a
0
Diferenciacd Bem
_ . 1,00 1,00
0 diferenciado
Moderadamen 0,36-
0,85 0,65 0,166
te 1,19
Pouco 1,02-
_ ) 3,86 2,88 0,047
diferenciado 8,17
Embolizacao
) Ausente 1,00 1,00
sangiinea
1,31-
Presente 2,31 3,54 0,013
9,54
Embolizacao
o Ausente 1,00 1,00
linfatica
0,82-
Presente 2,13 1,57 0,172
3,02
TNM
. T1-T2 1,00 1,00
categorizado
1,39-
T3-T4 1,71 2,53 0,002
4,60
Linfonodo
comprometid Ausente 1,00 1,00
0
2,01- <0,00
Presente 3,10 3,80
7,19 1
TNF -308 G/G 1,00 1,00
0,34-
G/A+A/A 0,81 0,64 0,186

1,24



TNF -238 GIG 1,00 1,00

G/A+A/A 0,61 1,08 0,869

6.3. Analise dos polimorfismos em conjunto

Na terceira parte do nosso estudo, os polimorfismos genéticos TNF -308 e
TNF -238 foram estudados em conjunto, considerando as suas frequéncias
alélicas. De acordo com o0 novo agrupamento os grupos de estudo foram:

* Grupo 1: TNF 308 G/G e TNF 238 G/A+A/A

e Grupo 2: TNF 308 G/A+A/A e TNF 238 G/G

O grupo 1 foi escolhido pela associacdo de polimorfismos com as
caracteristicas de menor risco e prognostico para o cancer de boca e
orofaringe, segundo a literatura, e no grupo 2 foram colocados os pacientes
gue possuiam o genotipo de maior risco. Os pacientes com outras relacdes de
genotipos foram descartados dessa avaliacao.

Nesta analise estatistica foram considerados somente os pacientes com
tumores de boca e orofaringe com informacéo de seguimento. A primeira parte
da analise esta relacionada com a associacdo entre estes polimorfismos
genéticos e as variaveis clinicas e histopatolégicas. A segunda parte da analise
estd relacionada com a sobrevida dos pacientes considerando esta nova

agrupacao.

6.3.1. Associacgao entre os polimorfismos genéticos e as variaveis clinicas
e histopatoldgicas.

Nas tabelas 12 e 13 sdo apresentadas as freqiiéncias das variaveis em
estudo segundo os grupos de frequéncias alélicas dos polimorfismos genéticos
TNF -308 e TNF -238. Foi utilizado o teste de associacdo qui-quadrado de
Pearson para experimentar a associacdo entre variaveis categoricas, e o teste t
de Student para comparacdo de médias da variavel idade (em anos) nos dois

grupos de polimorfismos genéticos.



N&o se observou associagao estatisticamente significativa entre género,
faixa etaria, consumo de tabaco e consumo de alcool entre os grupos TNF -308
G/G , TNF- 238 G/A+A/A e TNF -308 G/A+A/A e TNF -238 G/G. Na
comparacao das meédias das idades entre os dois grupos, também n&o foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas (p=0,496) (Tabela 12).

Considerando as caracteristicas histopatologicas, ndo encontramos
associacdo estatisticamente significativa entre as varidveis estudadas e o0s

grupos de polimorfismos genéticos (Tabela 13).

Tabela 12. Caracteristicas clinicas dos grupos de maior risco e de menor

rsco.
Caracteristica Categoria -308G/G -308G/A+A/IA P
-238 G/A+A/A -238 G/G
N % N %

Género Feminino 2 13,3 6 14,3 0,927°
Masculino 13 86,7 36 85,7

Faixa etaria <40 anos 0 0 2 4,8 0,619
40-49 anos 3 20,0 13 31,0
50-59 anos 8 53,3 16 38,1
60-69 anos 4 26,7 9 21,4
= 70 anos 0 0 2 4.8

Idade em Média (Desvio 55,13 53,12 0,496*

anos padrao) (6,88) (10,5)

Tabagismo N&o,nunca fumou 2 13,3 4 9,5 0,891°
Sim, ainda fuma 11 73,3 31 73,8
Sim,apenas no 2 13,3 7 16,7
passado

Etilismo N&o,nunca bebeu 2 13,3 6 14,3 0,957°
Sim, ainda bebe 7 46,7 21 50,0
Sim, apenas no 6 40,0 15 35,7

passado

§ Teste qui-quadrado de Pearson. ¥ Teste t de Student.



Tabela 13. Andlise comparativa das caracteristicas histologicas do tumor.

Caracteristica Categoria -308G/G -308G/A+AIA
-238 G/A+A/A -238 G/G
N % N % p
Sitio Orofaringe 1 6,7 10 23,8 0,1498
Boca 14 93,3 32 76,2
Subsitio Lingua e soalho 8 53,3 26 619  0,0718
Gengiva 2 13,3 5 11,9
Area retromolar 3 20,0 1 24
Palato 1 6,7 0 0
Tonsila 0 0 8 19,0
Base de lingua 0 0 1 24
Orofaringe (soe) 1 6.7 1 2,4
Diferenciacdo Bem diferenciado 26,7
4 19 46,3 03105
Moderadamente 11 73,3 21 512
Pouco diferenciado 0 0 1 2,4
Embolizacao
sangiiinea Ausente 12 100 34 87,2 01925
Presente 0 0 5 12,8
linfatica 10 23 590 0,1238
Presente 2 16,7 16 41,0
Infiltragéo
inflamatoria Ausente 1 nr L 26 g
Presente 12 92,3 37 974
PT T1-T2 9 60,0 18 429 0,2548
T3-T4 6 40,0 24 57,1
PN 0 11 91,7 19 76,0 0,255
1 1 83 6 24,0
Linfonodo
comprometido Ausente 11 73,3 19 452 00615
Presente 4 26,7 23 54.8
Invasdo
extracapsular Ausente 2 50,0 14 824 0,1728
Presente 2 50,0 3 17,6



6.3.2. Analise de sobrevida

A tabela 14 apresenta as freqiiéncias para as caracteristicas dos pacientes
segundo status vital.
Para o género, faixa etéria, etnia, escolaridade, tabagismo e etilismo néo se
encontraram associacfes estatisticamente significativas entre 0s grupos
segundo status vital. Considerando as médias das idades entre os pacientes
vivos e 0s Obitos, ndo se encontrou nenhuma diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (p=0,802).

Tabela 14. Anélise da sobrevida dos pacientes estudados.

Caracteristica Categoria Vivo Morto p
N % N %
Género Feminino 7 17,9 1 5,6 0,21 1§
Masculino 32 82,1 17 94,4
Faixa etaria <40 anos 2 5,1 0 0 0,7098
40-49 anos 10 25,6 6 33,3
50-59 anos 16 41,0 8 44 4
60-69 anos 9 23,1 4 22,2
=70 anos 2 5,1 0 0
|dade em anos Média (Desvio 53,87 53,17 0,802¢
padrao) (10,29) (8,65)
Tabagismo N&o,nunca 5 12,8 1 5,6 0,7088
fumou
Sim, ainda 28 71,8 14 778
fuma
Sim,apenas no 15,4 16,7
6 3
passado
Etilismo N&o,nunca 17,9 5,6 0,4498
7 1
bebeu
Sim, ainda 18 46,2 10 55,6
bebe
Sim, apenas no 35,9 38,9
14 7
passado

§ Teste qui-quadrado de Pearson. ¥ Teste t de Student.



Curvas de sobrevida pela doenca global e sobrevida especifica sé&o
apresentadas nas figuras 11 e 12. Consideraram-se somente 0S casos com
informacdo de seguimento para o0s grupos de polimorfismos genéticos

estudados.
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Figura 11. Curva de sobrevida global dos grupos de polimorfismos agrupados
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Figura 12. Curva de sobrevida especifica pela doenca dos grupos de

polimofismos agrupados.

As probabilidades de sobrevida acumulada de 1 a 5 anos foram
calculadas pelo método de tabelas de vida (ou método atuarial), assim como a
mediana do tempo de sobrevida, seja para a sobrevida especifica como para a

sobrevida global. Elas séo apresentadas na tabela 15.

Tabela 15. Analise da probabilidade de sobrevida especifica e global.

Sobrevida Mediana Probabilidade de sobrevida



(meses)

1 2 3
ano 4 anos 5 anos
anos  anos
Especifica 60 0,84 0,80 0,71 0,68 0,68
Global 60 0,81 0,77 0,68 0,65 0,65

Observou-se que 84% dos pacientes sobrevive ao primeiro ano logo
apos o diagnostico de cancer, a sobrevida especifica de 5 anos foi de 68%. No
caso de sobrevida global (levando em consideracéo todas as causas de morte)

a sobrevida de 5 anos foi 65%.

Modelo de regressao de Cox

Para avaliar os fatores prognosticos relacionados com a sobrevida
especifica dos pacientes utilizou-se o0 modelo de regressédo de Cox. Na tabela
17 sao apresentados os valores dos hazard ratio (HR) para as variaveis
independentes analisadas. Algumas variaveis independentes ndo foram
analisadas devido ao numero pequeno de casos apresentados o que nao
permitiu os célculos dos HR.

Da tabela 16 observamos que pacientes com tumor pouco diferenciado
tém uma pior sobrevida quando comparados com pacientes com tumores bem
diferenciados (HR=65,58; p=0,004). Pacientes com embolizacdo sanguinea
também apresentam uma piora da sobrevida (HR=4,84; p=0,018). Pacientes
em estadiamento clinico T3 ou T4 apresentam uma pior sobrevida quando
comparados aos casos Tl ou T2 (HR=3,71; p=0,024). A presenca de
linfonodos também foi encontrada como um fator de piora da sobrevida em

pacientes com tumores de orofaringe e boca (HR=3,51; p=0,030).

Tabela 16: Distribuicio das razdes de chance para a analise de sobrevida nos dois grupos estudados.

Hazard ratio Intervalo de 95% de confianga

Caracteristica Categoria (HR) para HR




Género Feminino 1,00 0,331

Masculino 2,73 0,36-20,71
Etilismo N&o,nunca bebeu 1,00

Sim, ainda bebe 2,57 0,32-20,90 0,377

Sim, apenas . no 2,31 0,20-18,46 0,431

passado
TNF -308+-238 -308G/G;- 100

238G/A+A/A '

-308G/A+A/A;

238G/G 1,55 0,44-5,46 0,493
Localizagao Orofaringe 1,00

Boca 0,46 0,16-1,33 0,151
Diferencia¢&o Bem diferenciado 1,00

Moderadamente 1,37 0,46-4,10 0,569

Pouco diferenciado 65,58 3,75-1146,80 0,004
Embquzagéo Ausente 1,00
sangiinea

Presente 4,84 1,30-17,94 0,018
Embolizagao linfatica  Ausente 1,00

Presente 2,81 0,97-8,12 0,057
Invaséo perineural Ausente 1,00

Presente 1,11 0,37-3,31 0,853
Infiltrag&o inflamatéria  Escasso 1,00

Moderado 419 0,92-18,98 0,063

Intenso 1,55 0,14-17,07 0,722
TNM categorizado T1-T2 1,00

T3-T4 3,71 1,19-11,58 0,024
Linfonodo . Ausente 1,00
comprometido

Presente 3,51 1,13-10,88 0,030
Invaséo extracapsular  Ausente 1,00

Presente 2,26 0,65-7,87 0,202

A figura 13 apresenta a curva de sobrevida para o conjunto dos
polimorfismos genéticos estudados TNF -308 e TNF -238. Nao se encontraram

diferencas estatisticamente significativas entre as curvas de sobrevida para os



grupos TNF -308 G/G, TNF -238 G/A+A/A e TNF -308 G/A+A/A TNF -238 G/G
(teste log-rank; valor p=0,4896).
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Figura 13. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos grupos de polimorfismos

agrupados.

Para modelar o tempo de sobrevida especifica pela doencga, o modelo de
regressdo de Cox foi utilizado. Na tabela 17 consideramos as variaveis
independentes encontradas na analise, assim como, a variavel TNF -308/TNF -
238 que foi incluida no modelo mesmo ndo sendo estatisticamente significativa.

Nessa tabela sdo apresentadas as variaveis independentes encontradas
na construgdo do modelo mdultiplo. Encontrou-se que 0s tumores pouco
diferenciados, infiltracdo sanguinea, TNM avancado e linfonodo comprometido

sao fatores associados com a piora da sobrevida especifica pela doenca.



Tabela 17: Distribuicdo das razdes de chance ajustada para a analise de

sobrevida nos grupos de maior e menor risco.

Hazard Hazard Intervalo
Caracteristica Categoria ratio néo ratio de
9 ajustado ajustado confianca P
para
Diferenciacao B'em . 1.00 1,00
diferenciado
Moderadamente 1,37 0,38 0,07-2,21 0,282
Pouco 7,54-
diferenciado 65,58 171,76 3910,17 0,001
Infiltracao Ausente 1.00 1,00
sanglinea
Presente 4.84 717 1545 012
' : 33,48
TNM T1-T2 1,00 1,00
categorizado
1,78-
T3-T4 3,71 8,16 37.40 0,007
Linfonodo . conte 1,00 1,00
comprometido
1,84-
Presente 3,51 13,89 104.83 0,011
TNF -308 / -308G/G; -
TNF -238 238G/A+A/A 1,00 1,00
-308G/A+AA, 155 045 010-1,92 0,279

-238G/G




7 DISCUSSAO

7 Discussao



E estimado que a inflamag&o participe na etiologia de 15% dos tumores
malignos. Na inflamacdo crénica os macrofagos desempenham um papel
importante pela quantidade de bioprodutos liberados, entre eles encontramos
enzimas como as colagenases, fatores de crescimento e citocinas, incluindo o
TNF. O carcinoma de cabeca e pescoco se desenvolve em um ambiente de
inflamacéo e a presenca de células do infiltrado inflamatério € comum a essa
neoplasia (Hohberger et al, 2008).

A proteina TNF-a esta envolvida na promoc¢éao da resposta inflamatéria e
tem papel importante na patogénese da inflamagéo, doencas autoimunes e
doencas malignas. Inicialmente foi estudada como droga antitumoral, mas
estudos “in vitro” e “in vivo” demonstraram seu papel na promocao tumoral,
sendo essencial na promocdo da tumorigénese por agressores externos como
o0 acido ocadaico. O aumento do nivel sérico da proteina TNF-a tem sido
descrita em pacientes com tumores sélidos, incluindo o carcinoma de boca e
orofaringe (Suganuma et al., 1999; Azmy et al., 2004).

O gene TNF-a é particularmente dificil de ser estudado isoladamente por
fazer parte do complexo de histocompatibilidade maior, regido de maior
densidade genética de todo o genoma, com grande namero de polimorfismos
e onde encontramos sobreposicéo de genes.

Outra dificuldade encontrada € a baixa quantidade de alelos mutados,
principalmente do polimorfismo -238. Mas essa incidéncia dos polimorfismos
em nosso estudo foi equivalente a encontrada em outras populagdes (Liu et al.,
2005). Outro estudo realizado com esses polimorfismos na populacéo
brasileira, no estado do Rio de Janeiro, também encontrou poucos alelos
mutados do polimorfismo -238 quando compara pacientes com e sem
tuberculose, ndo encontrando nenhum homozigoto mutado entre os pacientes
sem tuberculose (Oliveira et al., 2004).

Nés estudamos um grupo de 188 pacientes com carcinoma epidermoide
de boca e orofaringe e 235 controles, para relacionar o papel dos polimorfismos
-308 e -238 do gene TNF-a como fatores de risco e de agressividade ao
carcinoma epidermaide.

Nesta casuistica, a maioria dos pacientes com carcinoma epidermaéide

de boca e orofaringe era composta por homens (84,57%), brancos (72,19%),



tabagistas (72,34%) e etilistas (55,85%), com idades entre 50 e 59 anos
(35,64%). Estes dados estdo de acordo com os relatos de outros autores que
mostraram um predominio da etnia branca e da quinta década de vida entre os
pacientes com carcinoma de boca e orofaringe (Gibson et al., 2005; Oliveira et
al., 2006). Dedevitis et al., em 2004, trabalhando com casuistica brasileira
mostraram uma distribuicdo de faixa etaria um pouco superior a observada
nesse estudo (60 a 69 anos).

A baixa prevaléncia entre pacientes jovens pode estar relacionada ao
tempo e intensidade da exposi¢cdo a carcindgenos e susceptibilidade individual
necessarios para a tumorigénese (Gibbs et al., 2003).

A primeira parte do nosso trabalho contemplou o estudo caso-controle e
os fatores preditores do carcinoma de boca e orofaringe, para investigarmos a
possibilidade dos polimorfismos na regido promotora do gene TNF-a
contribuirem para a susceptibilidade ao carcinoma de boca e orofaringe. Na
literatura encontramos o polimorfismo -308 como um fator de maior
susceptibilidade ao carcinoma de boca e orofaringe, devido a esse
polimorfismo aumentar a transcricdo do gene TNF-a, o que contribuira para o
desenvolvimento estromal necessario para o crescimento do tumor e sua
disseminacgdo, pois a proteina TNF-a estimula o crescimento dos fibroblastos,
induz varios fatores angiogénicos e promove diretamente a proliferacéo celular
endotelial (Leek et al., 1998; Suganuma et al., 1999; Balkwill et al., 2002), além
de induzir a expressdo de colagenases que estdo envolvidas no
comportamento invasivo das células tumorais (loculano et al., 1995; Parks et
al., 1994; Hohberger et al. 2008). Células com o alelo A na posigdo -308 podem
produzir mais de 6 vezes a quantidade de RNA mensageiro do que as que
possuem o alelo G nessa posicéo (Liu et al.; 2005).

O contrario acontece em relagdo ao polimorfismo -238, pois a sua
mutacdo causara uma diminuicdo na transcricdo do gene TNF-a, resultando em
um efeito protetor contra os tumores pela diminuicdo da ocorréncia dos eventos
descritos acima.

ApOs a genotipagem dos pacientes e controles, ndo encontramos
diferencas estatisticamente significantes entre eles nos dois polimorfismos
estudados. Diferente resultado encontrou Liu et al. (2005), que constatou

significancia na menor quantidade de pacientes com alelo -238A/G . Em nosso



estudo a quantidade de pacientes com alelo mutado também era menor no
grupo de pacientes do que nos controles, mas sem significAncia estatistica.
Uma das diferenca entre nosso estudo e de Liu et al. foi o pareamento do
grupo controle em relacédo a género e idade, o que pode ter contribuido para o
resultado, pois esse polimorfismo € raramente encontrado na populacdo
taiwanesa, onde nédo foi encontrado nenhum paciente mutado nos dois alelos
em um estudo com 146 pacientes, mas foi encontrado 1,1% em estudo com
220 individuos. Nas populacdes espanhola (n=102) e aleméa (n=200) também
ndo foram encontrados individuos com mutacfes nos dois alelos (Liu et al.,
2005).

Outro estudo realizado na populacéo indiana (Gupta, et al., 2008) n&o
encontrou diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao polimorfismo
-238. Um ponto em comum dos trés estudos foi a auséncia de alelos
homozigotos mutados entre os pacientes, o que sugere a funcao protetora
desse alelo em relacdo ao carcinoma de boca e orofaringe.

Quando levamos em consideracdo o polimorfismo na regido -308 do
gene TNF-a, encontramos um maior numero de pacientes com pelo menos um
alelo mutado em relagéo aos controles. Em nosso estudo, essa relagéo nao foi
estatisticamente significante, mas no estudo de Liu et al. (2005) ela teve
significancia. No estudo de Gupta et al. (2008) essa diferenca sO teve
significancia quando os alelos foram estudados separadamente, com uma
maior frequéncia do alelo A nos pacientes. Quando levamos em consideracdo
0 gendtipo dos pacientes (como em nosso estudo) encontramos uma maior
quantidade de gendtipos A/G e A/A entre os pacientes, mas sem significancia
estatistica. Os resultados sugerem que o genotipo G/G pode conferir uma
protecdo contra o carcinoma de boca e orofaringe, pois teriamos como fenotipo
uma menor quantidade de TNF-a produzida.

Na segunda parte do estudo avaliamos o impacto dos polimorfismos na
sobrevida dos pacientes. Pior prognostico e resisténcia a terapia estao entre as
caracteristicas dos tumores que induzem uma maior quantidade de TNF-a
(Romero-Reys et al., 2007).

O TNF-a tem como caracteristica a organizacdo de microambientes, e a
sua producdo pode estimular a modelacao tissular e as mudancas celulares

(Balkwill, 2002). Essa citocina induz a expressao de genes pro-inflamatorios



que o tumor usa como promotor tumoral, entre esses genes expressos estdo
outras citocinas, fatores angiogénicos e MMPs, essas proteinas contribuem
para o crescimento, invasdo e metastase dos tumores (Waterson e Bower,
2004).

As células tumorais usam a proteina TNF-a para induzir moléculas
envolvidas no processo metastatico. Entre os eventos de metastase que o
TNF-a estd envolvido, temos a neovascularizacdo e angiogénese, diminui¢cao
da adeséo entre as células tumorais, aumento da mobilidade celular, invasao
da matriz extra celular e aumento da permeabilidade na vascularizacéo
sanguinea e linfatica, causando a entrada de células tumorais na circulacao e
sua disseminacao pelo organismo (Waterson e Bower, 2004). O aumento do
namero de metastases ocasionada pela maior quantidade de TNF-a pode levar
a uma diminuicdo da sobrevida desses pacientes.

A producéo de TNF-a pelas células tumorais pode afetar profundamente
o comportamento tumoral e afetar o estado clinico do paciente, pois 0 TNF-a
esta associado a caquexia e anemia causadas pelo tumor (Parks et al., 1994).
O aumento sérico dessa proteina esta associado a uma reducdo na massa
muscular e a outros fatores relacionados a caquexia, com aumento significante
da mortalidade em pacientes com cancer de prostata (Nakashima et al., 1998).

O polimorfismo na posicdo -308 do gene TNF-a nos dois alelos foi
associado a um maior risco de falha na primeira tentativa de quimioterapia e
reducdo na sobrevida entre pacientes com linfoma (Warzocha et al., 1997).

Esse polimorfismo também foi associado a uma maior presenca de
embolizacdo vascular em pacientes com cancer de mama, 0 que poderia
causar uma maior incidéncia de metastase e por consequéncia uma diminuicado
na sobrevida desses pacientes (Azmy et al., 2004).

Em nosso estudo, usamos a Regressdo de Cox para tragarmos a curva
de sobrevida dos pacientes em relacéo aos dois polimorfismos estudados.

Em relacdo ao polimorfismo -308, encontramos na literatura, a
informacdo da diminuicdo da sobrevida dos pacientes que possuem o0
polimorfismo em céncer de préstata, leucemia e linfoma (Nakashima et al.,
1998, Adami et al., 2004, Warzocha et al., 1997).



N&o encontramos na literatura nenhum artigo comparando a sobrevida
dos pacientes, com ou sem os polimorfismos na posi¢cao -308 e -238 do gene
TNF-a, em individuos com carcinoma de boca e orofaringe.

Apesar da Regressao de Cox nao dar resultado significativo, podemos
observar pela curva de sobrevida, que os pacientes com polimorfismo na
posicdo -308 do TNF-a tem uma queda na sobrevida de maneira mais
acentuada que os pacientes sem o polimorfismo. Esse fato apoia a hipétese de
que o polimorfismo nessa regido e consequente aumento na transcricdo do
TNF-a originado por ele, diminui a sobrevida desses pacientes, pois como ja foi
relatado, esse polimorfismo aumenta a quantidade de proteina circulante e uma
maior quantidade de colagenases serdo estimuladas, aumentando a motilidade
e 0 comportamento invasivo e metastatico das células tumorais (loculano et al.,
1995; Parks et al., 1994; Hohberger et al.; 2008).

O contrério acontece com a curva de sobrevida dos pacientes levando
em consideracao o polimorfismo na posicéo -238, que tem uma queda menos
acentuada na taxa de sobrevida, o que vai de encontro com a literatura, que
relata um fator de protecdo ao tumor e sua recorréncia nos pacientes com esse
polimorfismo. Mas essas diferengas ndo foram estatisticamente significantes.

Em uma terceira fase do nosso estudo associamos o0s dois
polimorfismos estudados em dois novos grupos. No grupo 1 foram colocados
0S pacientes com o0 genotipo de menor risco para o desenvolvimento de cancer
de boca e orofaringe, segundo o encontrado na literatura. Esse grupo foi
constituido dos pacientes sem polimorfismo nos dois alelos na posi¢céo -308 e
com mutacdo em pelo menos um alelo na posicdo -238. No segundo grupo
colocamos os pacientes com pelo menos um alelo mutado na posicao -308 e
sem muta¢des na posicao -238, esse grupo teria o genodtipo de maior risco para
o desenvolvimento do cancer pois, teoricamente, é o que produziria uma maior
transcricdo da citocina TNF-a.

O objetivo dessa nova analise foi relacionar os dois polimorfismos com
a sobrevida ao carcinoma epidermoide de boca e orofaringe.

Nao encontramos na literatura nenhum trabalho semelhante, pois todos
os trabalhos conhecidos levaram em conta o0s dois polimorfismo

separadamente.



O grupo de menor risco era constituido de 15 pacientes e o de maior
risco por 42 pacientes. O pequeno numero da amostra foi uma das dificuldades
encontradas para a analise estatistica.

Primeiramente analisamos as caracteristicas histopatologicas do tumor
comparando os dois grupos.

Mesmo no grupo de menor risco com um genétipo onde seria esperado
uma menor transcricdo de TNF-a, o infiltrado inflamatério peritumoral foi
encontrado em 12 pacientes desse grupo (92,3%), resultado muito semelhante
ao encontrado no grupo de maior risco onde temos 37 (97,4%) pacientes com
infiltrado inflamatdrio peritumoral presente.

Quando levamos em consideragdo a presenca de linfonodos
comprometidos, o grupo de menor risco possui apenas 4 pacientes (26,7%)
nessa condicdo, enquanto que no grupo de maior risco ha 23 (54,8%) dos
pacientes com comprometimento linfonodal. Essa diferenca nao foi
estatisticamente significante (p=0,061), mas aumentando o tamanho da
amostra isso poderia ser conseguido. O comprometimento linfonodal
encontrado em maior quantidade nos pacientes que seriam maiores
transcritores de TNF-a, pode ser justificado pelo aumento do comportamento
invasivo-metastéatico que o TNF-a causa nas células tumorais.

Analisamos também os fatores progndsticos relacionados com a
sobrevida dos pacientes. Na regressdao de Cox univariada mostramos que 0s
pacientes do grupo 2 teriam um risco maior de morte pelo tumor (HR=1,55) que
nao foi estatisticamente significante. Isso seria justificado pela maior
possibilidade de metastase esperada nos pacientes que transcrevem uma
maior quantidade de TNF-a, que causaria uma sobrevida menor para esses
pacientes. Quando analisamos a regressdao de Cox mudltipla, o niumero de
hazard ratio se inverte para 0,45, mostrando que o polimorfismo do TNF-a ndo
interfere no risco de morte pelo carcinoma de boca e orofaringe, e que, em
nossa casuistica, ndo se comprova que os polimorfismos do TNF-a estdo
envolvidos na sobrevida ao carcinoma, mesmo quando analisados em
conjunto.

Apesar de nao ser estatisticamente significante, quando analisamos as
curvas de sobrevida do grupo de baixo risco comparada com o de alto risco,

percebemos que no grupo de alto risco ha uma queda mais acentuada na



curva de sobrevida nos primeiros 12 meses de observacdo, com esse grupo
apresentando uma taxa de sobrevida préxima a 80%, enquanto que no grupo
de menor risco a taxa é proxima de 95%.

Podemos concluir que em nossa casuistica ndo comprovamos O0S
resultados encontrados na literatura, segundo a qual, um gendtipo com
polimorfismos que aumentam a trascricdo de TNF-a, causariam um maior risco
de morte para esse grupo de pacientes com a consequente queda na curva de
sobrevida.

Os resultados encontrados confirmam o tabagismo e o etilismo como os
principais fatores de risco ao carcinoma epidermoide de boca e orofaringe,
enquanto que os polimorfismos na regidao promotora do gene TNF-a -308 e -
238 ,isoladamente, ndo participam de forma significante na génese e sobrevida

dos pacientes a esse carcinoma.
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A partir da analise dos resultados observados nesse estudo com 188 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide de boca e orofaringe, podemos concluir

que:

* Os polimorfismos -238 e -308 do gene TNF-a néo estao relacionados ao

risco de carcinoma epidermdide de boca e orofaringe.

* Os polimorfismos -238 e -308 do gene TNF-a ndo estéo relacionados a

diferencas no tempo de sobrevida ao carcinoma de boca e orofaringe.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

