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RESUMO

Soares PO. Expressao da glutationa S-transferase pi em pacientes com
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco conforme os habitos tabagico e
etilico [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2017.

O carcinoma epidermoide da cabeca e pescoco (CECP) tem alta
prevaléncia mundial, alta morbimortalidade e impacto negativo na saude
individual e publica. Apresenta como principais fatores de risco o tabagismo,
etilismo e infecgéo pelo Papilomavirus humano (HPV). A glutationa S-transferase
pi (GSTPI) é uma enzima de detoxificacdo de carcin6genos com expressao
aumentada em alguns tipos de cancer e parece associar-se a pior resposta
terapéutica. Estudamos a expresséo da GSTPI e a influéncia dos fatores de risco
tabagismo, etilismo e HPV em amostras de tecido tumoral e margens néo
tumorais de portadores de CECP. Os dados foram obtidos do projeto tematico
Genoma do Cancer de Cabeca e Pescoco (GENCAPO). Os pacientes foram
caracterizados: ndo tabagistas e nao etilistas (NTNE) e tabagistas e etilistas (TE)
e posteriormente pareados, perfazendo um total de 47 pares. O pareamento
baseou-se em idade, sitio tumoral, estadiamento TNM, grau de diferenciacao
tumoral e variantes morfologicas. As amostras foram coradas por imuno-
histoquimica para GSTPI e a presenca de imunomarcacao semiquantificada em
escores de 0a 3 (0: 0 a 10%; 1: de 10% a 30%; 2: de 31% a 60%: 3: para >60%).

Os dados foram analisados pelo teste de McNemar, Fisher, a sobrevida
pela curva de Kaplan-Meier e teste de long rank. Houve expressédo do
biomarcador no tumor independente do habito tabagico ou etilico. A expresséo
de GSTPI na margem do tumor foi maior no grupo TE (p=0,004). Nao houve
associacao entre a marcacédo de GSTPI nas amostras de pacientes NTNE e TE
em relacdo a positividade para HPV. Nao houve 0Obitos no grupo NTNE com
baixa imunomarcacdo no tumor, o que inviabilizou as anélises de sobrevida
neste grupo. N&o houve diferenca de sobrevida conforme a imunomarcagéo
para GSTPI em margem de tumor (p=0.538). Este estudo demonstra que a

marcacao de GSTPI em CECP esté presente no tumor independente do hébito.



Na margem do tumor, os fatores de risco tabagismo e etilismo associam-
se a maior presenca do biomarcador, sugerindo o papel da GSTPI na tentativa

de eliminacdo destas toxinas.

Descritores: neoplasias de cabeca e pescoco; carcinoma de células
escamosas; habito de fumar; alcoolismo; papillomaviridae; glutationa

transferase; imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Soares PO. Expression of glutathione S-transferase pi in patients with squamous
cell carcinoma of the head and neck as smoking habits and ethyl [dissertation].

Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017.

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) presents a high
prevalence worldwide, high mortality and negative impact on individual and public
health. Its main risk factors are tobacco, alcohol consumers and human
papillomavirus infection (HPV). The pi glutathione S-transferase (GSTPI) is a
carcinogen-detoxifying enzyme with increases expression in some kinds of
cancer and it seems to worsen the therapy response. We studied the expression
of GSTPI in tumors samples and the influence of risk factors; tobacco, alcohol
and HPV. The data were obtained from Genome Head and Neck Cancer
Thematic Project (GENCAPO). Patients were divided in two groups: non smokers
and non drinkers (NSND) and smokers and drinkers (SD) and then selected in
47 pairs based on age, sex, tumor site, TNM staging, degree of tumor
differentiation and morphological variants. Each pair was previously tested for
HPV in GENCAPO project. Samples were stained by immunohistochemistry for
GSTPI and analyzed by semi-quantitative method for scores from 0 to 3
according to immunostaning (0: 0 to 10%; 1: 10% to 30%; 2: 31% to 60% : 3: to>
60%).

Data were analyzed using McNemar test, Fisher and for survival analysis
by the Kaplan-Meier curve and long rank test. The biomarker expression in the
tumor was present in both groups independently of smoking and drinking habits.
The GSTPI expression in tumor margin was higher in SD group (p =0.004). There
was no association between GSTPI expression and positivity for HPV in both
groups. There were no deaths in NSND group presenting low tumor GSTPI
expression, which prevented the survival analysis in this group. The survival rate
was similar in both groups according to GSTPI immunostaining in tumor margin
(p = 0.538). This study showed that the GSTPI biomarker in HNSCC was present
independently of the smoking and drinking habit or positivity to HPV.



Tobacco and alcohol consumption were associated with greater biomarker
expression in the tumor margin, suggesting that GSTPlI may modulate the

elimination of these toxins.

Descriptors: head and neck neoplasms; carcinoma, squamous cell;
smoking; alcoholism; papillomaviradae; glutathione transferase;

immunohistochemistry.



1. INTRODUCAO

O cancer € um grave problema de saude publica, considerado uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. No Brasil a
estimativa para 2016 esta em aproximadamente 600 mil casos novos (Inca,
2016).

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) abrange todos os
tumores de origem epitelial que se originam nos seios paranasais, cavidade
nasal, cavidade oral, faringe e laringe. O CECP ¢é a oitava causa mais comum de
morte por cancer no mundo (Fung e Grandis, 2010).

O tabagismo, o etilismo e as infec¢cdes por HPV s&o os principais fatores
de risco para esta neoplasia (Argiris e Eng, 2003). Nao obstante, nem todos os
tabagistas e etilistas desenvolvem CECP, o que sugere que fatores genéticos e
ambientais também podem contribuir para a carcinogénese.

Estudos recentes indicam alteracdes polimorficas em genes que codificam
enzimas responsaveis por eliminar carcin6genos e que podem aumentar ou
diminuir o papel destas enzimas e assim, contribuir para o desenvolvimento de
neoplasias (Mcwilliams et al., 2000; Singh et al., 2008; Lang et al., 2012; He et
al., 2016).

As glutationa S-transferases (GSTs) representam uma familia génica com
sete isoformas conhecidas (Alpha, Mu, Omega, Pi, Sigma, Theta e Zeta), as
guais desempenham um papel importante na protecao das células contra o efeito
citotoxico e carcinogéno de substancias nocivas (Hayes e Pulford, 1995;
Mcilwain et al., 2006).

A Glutationa S-transferase pi (GSTPI) esta expressa em tecidos normais
do trato urinario, digestorio e respiratdrio, sugerindo assim que essa isoforma
apresenta papel importante na eliminacdo de substancias toxicas (Terrier et al.,
1990).

Outros estudos ainda demostram seu papel na resisténcia aos
qguimioterapicos no tratamento de alguns tipos de cancer (Kimura et al., 2004;
Schumaker et al., 2008). Entretanto ha poucos estudos que analisam a



expressao e o papel da GSTPI em cancer de cabeca e pescoco (Sarkar et al.,
1997D).

Considerando que o carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco é
frequente na populacéo brasileira e que poucos estudos analisam o papel da
GSTPI nessa neoplasia, propusemos pesquisar a expressado da Glutationa S-
transferase pi correlacionado com a sobrevida desses pacientes, bem como,

analisar a expressdo da GSTPI conforme os héabitos tabagico e etilico.



2. REVISAO DA LITERATURA

O cancer é considerado um grave problema de saude publica,
especialmente em paises em desenvolvimento. No Brasil, também representa
um impacto na saude publica, apresentando uma prevaléncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer estimados para o biénio de
2016-2017, segundo o Ministério da Saude (Inca, 2015).

O cancer apresenta origem multifatorial. Entre os fatores de risco
associados a sua etiologia podemos citar envelhecimento e habitos de vida como
tabagismo, obesidade, habito sexual, exposicdo a agentes carcinogénicos,
consumo de bebidas alcodlicas, uso de enxaguantes bucais, habitos
alimentares, entre outros (Colombo e Rahal, 2009; Ahrens et al., 2014).

O cancer de cabeca e pescoco € um termo coletivo definido por bases
anatbmicas e topograficas para designar tumores malignos do trato
aerodigestivo superior. Abrange todos os tumores de origem epitelial que se
originam nos seios paranasais, cavidade nasal, cavidade oral, faringe e laringe
(Dobrossy, 2005; Choong e Vokes, 2008).

E frequentemente diagnosticado em estagios avancados, por fatores
diversos como desinformacéo e dificuldade de acesso a cuidados de saude,
auséncia de sintomas em estagios iniciais, entre outros. Os sintomas podem
variar de acordo com o sitio de localizacdo tumoral e estadiamento. Pode ter
impacto importante na qualidade de vida uma vez que afeta funcbes como
degluticdo, fala, paladar e olfato, além de se associar frequentemente a dor,
obstrucdo das vias aéreas e fistulas (Vickery et al., 2003; Lima et al., 2011).

Apesar de inovacbes nas modalidades terapéuticas, a sobrevida de
pacientes com CECP sofreu melhoras modestas nas ultimas décadas (Davidson
e Shanks, 2017).



2.1 Epidemiologia do Cancer de Cabeca e Pescoc¢o e Fatores de risco

O Carcinoma Epidermoide da Cabeca e do Pescoco (CECP) esta entre as
neoplasias mais comuns do mundo, sendo a cavidade oral o local de maior
incidéncia (Syrjanen, 2005; Choong e Vokes, 2008).

Os fatores de riscos como tabagismo, etilismo e infec¢bes por HPV estéo
diretamente associados ao desenvolvimento de cancer de cabeca e pescoco,
gue apresenta cerca de 84 mil novos casos de cancer estimados para o ano de
2020 em ambos 0s sexos para regifes da cavidade oral, laringe, nasofaringe e
outras partes da faringe. No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer a
incidéncia para cancer de cavidade oral é crescente e estimada em 11.140 casos
de céncer da cavidade oral em homens e 4.350 em mulheres. Isso significa um
risco estimado de 11,27 casos novos a cada 100 mil homens e cerca de 4,21 a
cada 100 mil mulheres (Inca, 2012). Cerca de 80% das neoplasias sé&o
relacionadas as influéncias ambientais, principalmente as relacionadas com o0s
hébitos de vida. O mesmo ocorre no cancer de cabeca e pescoc¢o (Dos Santos
et al., 2012).

Estudos apontam que o fumo é responsavel por cerca de 42% dos Obitos
por essa neoplasia. JA o etilismo corresponde a aproximadamente 16% dos
Obitos (Inca, 2012). Outro fator é a infeccdo por variantes oncogénicas pelo
Papilomavirus humano (HPV tipo 16 e 18) responsavel por cerca de metade de
canceres de cabeca e pescoco, principalmente em praticantes de sexo oral sem
0 uso de preservativo e com multiplos parceiros. No Brasil ndo ha estimativa
concreta sobre o nimero de tumores de cabeca e pescoc¢o causados pelo HPV,
entretanto de acordo com American Cancer Society nos Estados Unidos, estima-
se que 42.440 casos foram registrados em 2014. Outros fatores de risco para
CECP ainda permanecem desconhecidos. Outro dado relevante e intrigante é
que apesar do tabagismo e etilismo serem fatores de risco importantes para o
desenvolvimento de CECP, a incidéncia associada a estes fatores vem
diminuindo, o que pode ser explicado pela diminuicdo dos habitos tabagico e
etilico em alguns paises. Nao obstante, segundo (Shiboski et al., 2005) a
incidéncia de tumores de cavidade oral e orofaringe aumenta, principalmente em

pacientes com menor ou nenhuma exposi¢cdo ao tabaco. Corroborando com



estes achados estudos recentes afirmam que a propor¢cdo de mulheres
acometidas com CECP costuma-se ser maior em pacientes NTNE do que em
pacientes TE. Cerca de 2 a 14% dos pacientes com CECP nao fumam e, desses,
a maioria também n&do consome alcool (Koch et al., 1999; Wiseman et al., 2003).

Diversos fatores de risco sédo explicados para esse grupo de pacientes,
como a infecgéo por HPV, imunossupressao e susceptibilidade genética, entre
outros. Ainda assim, nenhum fator de risco pode ser atribuido a uma significativa
parte desses casos (Lingen et al., 2001).

Além do consumo de tabaco, de alcool e infec¢des pelo HPV, alguns
outros fatores de risco sao descritos para o CECP como dieta alimentar
deficiente de micronutrientes, pobre em fibras e rica em gorduras saturadas,
histérico familiar positivo para cancer, comportamento sexual sem protecao e
com multiplos parceiros, baixo indice de massa corplrea, exposi¢do a agentes
cancerigenos, entre outros (Galbiatti et al., 2013; Chung et al., 2014).

Algumas pesquisas recentes descrevem evidéncias de genes ligados ao
desenvolvimento do CECP, entretanto nenhum método -citogenético ou
molecular encontra-se validado para a aplicabilidade clinica (Leemans et al.,
2011).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude o tabagismo € a segunda
causa de morte no mundo. Seu consumo causa cerca de mais de 5 milhdes de
mortes anualmente e as tendéncias atuais sugerem que o tabaco causara mais
de 8 milhdes de mortes anualmente até 2030 e 1 bilhdo de mortes durante o
século 21. Estima-se que a tendéncia global para o uso do tabaco é estavel ou
estd em declinio em paises desenvolvidos, entretanto ainda aumenta em paises
com baixa renda. No Brasil, um terco da populacdo adulta fuma, estimam-se 200
mil 6bitos anuais relacionados ao fumo. Mais de 60 carcin0genos séo detectados
no cigarro. Entre esses, os hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos, as
nitrosaminas e as aminas aromaticas destacam-se por serem considerados
potentes (Hecht, 2003). Sabe-se que quanto maior a quantidade de cigarros,
principalmente a duragdo do habito, maior o risco de desenvolvimento de CECP
(Lubin et al., 2009).

O uso abusivo do &lcool é um fator de risco para muitas doencas e

condicdes cronicas tais como cancer, diabetes, doengas neuropsiquiatricas,



digestivas, cardiovasculares e medidas de intervencdo devem ser atribuidas
para diminuir seu consumo (Shield et al., 2013). O mecanismo carcinogénico do
alcool ainda € pouco conhecido e relacionado as deficiéncias imunoldgicas e
nutricionais associadas ao etilismo e sua metabolizacdo no organismo. Na
principal rota de degradacdo, o alcool é convertido pela enzima 4&lcool-
desidrogenase (ADH) em acetaldeido, e este em acetato pela enzima aldeido-
desidrogenase (ALDH). A atividade da ALDH é pequena na mucosa da cavidade
oral, o que pode levar a acimulo de acetaldeido no epitélio bucal. O acetaldeido
€ um gerador importante de radicais livres, além de ser um conhecido
carcinogénico, levando a maior propensdao a desenvolver cancer no trato
aerodigestorio. (Yokoyama e Omori, 2005). Quando tabaco e alcool sé&o
associados, o risco para cancer € maior que a multiplicacéo dos riscos isolados
de cada um deles (Hashibe et al., 2009).

Sugere-se que um dos fatores responsaveis pelo efeito carcinogénico
sinérgico seria a diluicdo do alcool na mucosa aerodigestiva pos ingestao,
aumentando a acdo de outros carcin0genos, como 0s presentes no tabaco
(Yokoyama e Omori, 2005).

Entretanto estudos populacionais sobre CECP pareados entre pacientes
tabagistas e etilistas e ndo portadores desses habitos sdo escassos na literatura,
visto que a prevaléncia na populacdo de portadores desse tumor sem uso do

tabaco e abuso do alcool é rara.

2.2 Cancer de Cabeca e Pescoco e glutationa S-transferases

No entanto, nem todos os tabagistas e etilistas desenvolvem CECP, o que
sugere que fatores genéticos também possam contribuir para a carcinogénese.
As principais familias génicas que codificam enzimas envolvidas na eliminacao
de carcindgenos do tabaco e reparo do DNA séo as do Citocromo P-450 e da
glutationa S-transferases, que atuam na ativacao (fase I) e detoxificacao (fase Il)
dos xenobioticos, respectivamente. Estudos recentes demonstram que
polimorfismos genéticos que alteram a funcdo dessas enzimas podem influenciar
0 processo de detoxificacdo e assim, contribuir para a carcinogénese (Lacko et
al., 2009; Lang et al., 2012).



Apesar dos achados ainda serem em parte inconsistentes, um estudo
observou que os niveis de GSTPI diferem em amostras de células tumorais
gquando comparados a mucosa normal e que ainda apresentavam aumento
significativo da expressao desta enzima, conforme o grau da leséo (Bentz et al.,
2000).

Um dos mais importantes sistemas de detoxificacdo é a glutationa S-
transferase (GST) que pertence a familia de enzimas multifuncionais que
catalisam e eliminam compostos nocivos ao organismo (Hayes et al., 2005).
Enzimas da familia GST apresentam funcdo primaria de impulsionar a
detoxificacdo dos eletrélitos capazes de se ligar ao DNA. Exercem assim, papel
essencial na protecao de tecidos, combatendo os radicais livres (Peters et al.,
2006). Para evitar o acumulo destes xenobidticos nocivos nas células, os
organismos vivos desenvolveram diferentes alternativas para a eliminacéo
destes compostos quimicos estranhos (Xu et al., 2005; Masood et al., 2011).

Apesar de muitas enzimas serem necessarias para reconhecer e
metabolizar todos os possiveis compostos, a biotransformacéo de xenobibticos
foi dividida em duas fases: primeiramente, as drogas sao metabolizadas por
enzimas da fase |, muitas vezes numa reacao de oxidacdo para a criacdo de
centros reativos. Na fase Il, as enzimas introduzem na molécula compostos
hidrofilicos, semelhantes a glutationa ou um grupo acetil, para permitir que ela

seja eliminada (Gattas e Soares-Vieira, 2000; Hatagima, 2002).

2.3 Cancer de Cabeca e Pescoco e GSTPI

A glutationa S-transferase pi, frequentemente conhecida pela abreviacao
GSTPI, € uma enzima homodimérica de 24 kDa e é conhecida como um gene
altamente polimérfico (Vasieva, 2011). Por ser uma isoforma de GST, também
apresenta um papel essencial na biotransformagédo e na eliminacdo destas
substancias nocivas ao organismo e na protecdo das células contra o estresse
oxidativo. Sugere-se que as isoformas da GST (GSTM1, GSTT1 e GSTP1)
fornecam protecéo celular contra danos mediados por radicais livres. Segundo
(Gattas e Soares-Vieira, 2000), o polimorfismo de um ou mais genes, que
codificam essas enzimas, aumentam a ativacdo de agentes carcinogénicos ou

diminuem a capacidade de inativa-los ou ambas as situacdes, sendo provavel



que individuos portadores de algumas dessas variantes tenham risco aumentado
de cancer quando expostos a carcindgenos.

A GSTPI tem seu gene localizado no cromossomo 11913 e codifica uma
enzima expressa primariamente em tecidos da placenta, baco, coracdo e
pulmao. Esta enzima caracteriza-se por catalisar o ataque nucleofilico da forma
reduzida da glutationa (GSH) a compostos que apresentam um carbono, um
nitrogénio ou um atomo de enxofre. Trés polimorfismos genéticos foram
descritos em GSTPI. Segundo (Board et al., 1990), existem trés diferentes alelos
de GSTPI, denominados GSTPI*A que é o alelo selvagem, GSTPI*B e GSTPI*C.

Estes polimorfismos séo resultantes de uma substituicdo de aminoacidos
na proteina. Um desses polimorfismos foi descrito no éxon 5 e outro no éxon 6.
Entretanto somente a alteracdo no éxon 5 esta relacionada a atividade
enzimatica. Essa alteracéo genética acarreta no polimorfismo no cédon 105, em
que a transformacao de adenina para guanina (A/G), na sequéncia de DNA
codificador, resulta em substituicdo de um residuo de isoleucina por valina
(lle/Val) no produto final da proteina. Individuos que carregam alelos alterados e
codificadores de enzimas de detoxificacdo menos eficientes, como o
polimorfismo A/G no éxon 5 de GSTPI, parecem apresentar maior risco para
desenvolver cancer (Strange e Fryer, 1999; Wang et al., 2003; Améancio et al.,
2010). Desse modo, sdo estudados em tumores de diferentes origens (Zimniak
et al., 1994, Olshan et al., 2000; Gsur et al., 2001).

Outra funcéo importante realizada pela enzima GSTPI é a resisténcia aos
quimioterapicos no tratamento de alguns tipos de cancer. Através de sua acdo
de detoxificacdo, a GSTPI parece impedir a acdo de agentes quimicos que
destroem células neoplasicas (Schumaker et al., 2008). Corroborando com estes
achados, pesquisas recentes demonstraram que a elevada expressao de GSTPI
esta associada com o desenvolvimento de resisténcia a quimioterapicos e em
contraste, o silenciamento deste gene aumenta a sensibilidade do tumor ao
quimioterapico (Depeille et al., 2005; Ruzza et al., 2009) .

Desta forma, sugere-se que a baixa expressdo de GSTPI pode estar
associada a melhor resposta a quimioterapia e ao melhor progndstico.
Entretanto, por a GSTPI estar diretamente relacionada ao desenvolvimento de

resisténcia a farmacos, representa uma barreira importante para o tratamento



adequado de varios tipos de cancer (Tew e Ronai, 1999; Park e Lenz, 2006;
Schumaker et al., 2008).

Alguns estudos demonstram que a expressdo da glutationa pode estar
caminhando em conjunto com a sobrevida dos pacientes que desenvolveram
CECP. Uma vez que os niveis de expressao de GSTPI comportam-se de forma
distinta conforme o grau da lesdo (Bentz et al., 2000).

Acredita-se ainda que a GSTPI possa ser utilizada como marcador de
suscetibilidade para tumores relacionados ao tabagismo e/ou etilismo, como o
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) (Ruwali et al., 2009).

Hipotetizamos assim que, a diminui¢éo dos niveis de GSTPI pode contribuir
para 0s primeiros passos do processo de carcinogénese através de diminuicao
na capacidade celular para desintoxicar ou inativar agentes cancerigenos
permitindo que interajam com o DNA e iniciem ou promovam o desenvolvimento
do céncer de cabeca e pescoco. Neste trabalho visamos estudar a expressao de
GSTPI em amostras de CECP subdivididas em dois grupos de pacientes:
tabagistas e etilistas (TE) e ndo tabagistas e néo etilistas (NTNE), para analisar
a relacdo deste marcador com fatores de risco para CECP. A importancia de
analisar em pacientes NTNE deve-se ao fato de permitir testar a relacédo do
marcador independente dos habitos apresentados pelo paciente.

Desse modo, objetivo deste trabalho consiste em analisar a expressao de
glutationa S-transferase pi em amostras de tumores da CECP, correlacionando
com a sobrevida desses pacientes, bem como, analisar a expressao da GSTPI
conforme os fatores de risco tabagismo, etilismo e infec¢do por HPV.

2.4 Justificativa do Trabalho

Acreditamos que a expressdo da GSTPI tem significados diferentes em
pacientes NTNE e TE, uma vez que a exposi¢cado a esses carcind0genos pode
alterar a expressdo da GSTPI. Da mesma forma, acreditamos que pode estar
relacionada ao prognostico desses pacientes. Os resultados desse estudo
poderdo contribuir para melhor compreenséo do papel da expressédo da GSTPI
no CECP.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral: Comparar a expressao de glutationa S-transferase pi

(GSTPI) em amostras tumorais de pacientes NTNE e TE portadores de CECP.

Objetivos Especificos: Em amostras tumorais e margens ndo tumorais de
pacientes portadores de CECP, analisar:

- as diferencas na expressao de GSTPI no tumor e na margem de tumor
em pacientes TE e NTNE;

- a sobrevida global para o cancer conforme a expressao de GSTPI em nao
tabagistas e néo etilistas;

- a expressao de GSTPI em amostras de pacientes NTNE e TE conforme

a positividade para o HPV.
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4. METODOS

Trata-se de um estudo transversal de pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral (exceto labio), orofaringe, laringe e hipofaringe,
acima de 18 anos, sem tratamento prévio para cancer e prospectivamente
incluidos em um banco de tumores de CECP de janeiro de 2001 a fevereiro de
20009.

Este estudo € um subprojeto do projeto tematico multicéntrico “Busca de
marcadores de agressividade em tumores de cabeca e pescoco’ que foi
aprovado pela Comissédo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa —
CAPPesq da Diretoria Clinica do HCFMUSP, inscrito sob o nimero 0511/07,
executado pelo grupo de pesquisadores GENCAPO.

O GENCAPO (GENCAPO - Genoma do Céancer de Cabeca e Pescoco) é
formado por um grupo de pesquisadores multidisciplinares dos servigos de
Cirurgia de Cabeca e Pescoco de cinco instituicdes: Instituto Arnaldo Vieira de
Carvalho de Sao Paulo, Hospital Heliépolis de Sdo Paulo, Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP),
Universidade do Vale do Paraiba de Sdo José dos Campos e Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo de Ribeirdo Preto.

O subprojeto “Expressao de glutationa S-transferase pi em pacientes com
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoc¢o conforme os habitos tabagico e
etilico.” teve a aprovacao do comité de ética CAPPesq numero 0511/07 como
emenda do projeto teméatico de origem. Todos o0s pacientes incluidos no estudo

assinaram termo de consentimento.

4.1 Populagédo de estudo

As amostras bioldgicas sao provenientes do estudo “Analise clinica e
molecular de pacientes nao tabagistas e nao etilistas com carcinoma
epidermoide de cabeca e pescoco” que foram utilizadas neste estudo para
analisar a expressédo de GSTPI nas amostras coletadas de cancer de cabeca e

pescoco.
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Os critérios de inclusdo e exclusdo, e de tabagista e etilista seguem
parametros internacionais e consistem em considerar como tabagistas, aqueles
gue fumaram ao menos um cigarro, charuto ou cachimbo, diariamente, por pelo
menos um ano em sua vida. Para classificacdo do consumo de alcool, pacientes
foram considerados como etilistas se consumiam bebidas alcodlicas pelo menos
uma vez ao més de forma regular (Moyseés, 2011).

Foram incluidos 1633 pacientes de ambos 0s sexos portadores de CECP
no projeto “Marcadores de Agressividade em Tumores de Cabeca e Pescogo”.
Destes foram identificados 80 pacientes n&o tabagistas e néo etilistas (NTNE) e
1374 pacientes tabagistas e etilistas (TE). O restante eram 140 tabagistas e nao
etilistas e 39 eram néo tabagistas e etilistas (Moyses et al., 2013).

Pacientes TE foram pareados aos NTNE por sexo, idade (+/-5anos), sitio
tumoral, estadiamento TNM, grau de diferenciagdo tumoral e variante
morfolégica, sendo identificados 47 pares de participantes (Moysés, 2011).

Os 47 pares de participantes selecionados foi a populacdo escolhida para

este trabalho.

4.2 Amostras de Cancer de cabeca e pescoco

Foram recuperados blocos de parafina provenientes de bidpsias e
intervengdes cirargicas dos pacientes NTNE e de seus pares TE selecionados,
junto aos servicos de Anatomia Patolégica de cada instituicdo participante.
Sempre que possivel, selecionamos amostras de tecido tumoral e margem

adjacente néo tumoral.

4.3 Anélise Imuno-histoquimica

Todas as amostras foram fixadas em formalina e embebidas em parafina.
Os cortes dos blocos foram realizados com 3um de espessura, embebidos em
parafina e montados em laminas previamente sinalizadas. As laminas foram
entdo desparafinizadas e reidratadas. Para a recuperacéo antigénica as laminas
foram colocadas em tampao especifico para GSTPI tris EDTA pH 9.0 ja
aguecido.

Apos resfriamento por 20 minutos, seguiram-se duas lavagens em tampao

fosfato de sédio (PBS) por trés minutos. Foi realizado o bloqueio com a
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peroxidase enddgena com a lavagem das laminas em Metanol, PBS e peréxido
de hidrogénio por 20 minutos. Seguiram-se dois banhos de trés minutos cada
em PBS. Para o bloqueio dos sitios inespecificos, gotejou-se na lamina uma gota
de Background Sniper do Kit Starr Trek Detection (Biocare®, Califérnia) por 10
minutos.

O anticorpo utilizado foi o0 Novocastra NCL-L-GSTpi-438 (Leica Biosytems
Reino Unido) que é recomendado para avaliar a expressdo GSTPI em amostras
de tecido normal e neoplasico. O anticorpo foi diluido de acordo com as
orientacdes do fabricante e gotejado nas laminas por 1 hora.

Posteriormente, prosseguiu-se com duas lavagens em PBS por 3 minutos
e entdo os cortes foram incubados com o anticorpo secundario do Kit Starr Trek
Detection (Biocare®, Califérnia, EUA), de modo que primeiro gotejou-se uma
gota de Trekkie Universal Link sobre cada lamina por 30 minutos, seguiu-se com
uma gota de Trekavidin — HRP Label por 30 minutos e fez-se a lavagem das
laminas com 2 banhos de PBS entre uma etapa e outra.

Executou-se a revelacdo com cromoégeno Betazoid DAB Substrate Buffer +
Betazoid DAB chromogen do Kit Starr Trek Detection (Biocare®, California,
EUA), gotejando-se o DAB preparado conforme o fabricante e aguardando em
média 03 minutos pela revelagao.

As laminas entdo foram contracoradas com Hematoxilina por 10 segundos,
apos duas lavagens em PBS por 3 minutos. Prosseguiu-se com banhos em agua
corrente e uma bateria de hidratagio com 15 banhos rapidos com Alcool 96%, 5
banhos rapidos em alcool absoluto, 5 banhos rapidos em Xilol 1l e Xilol | até a
montagem das laminas. Finalmente, as laminas foram montadas com resina para
microscopia Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

O controle externo negativo foi submetido a todos os passos do processo,
exceto a exposicdo ao anticorpo. O controle externo positivo utilizado era
constituido de um bloco de amostras teciduais sabidamente positivas para o
anticorpo GSTPI.

A guantificacédo da imunoexpresséo foi realizada por uma patologista e uma
bidloga, de forma cega aos dados clinicos, através de um sistema semi-
guantitativo e analisando toda a extensdo do tecido tumoral e ndo tumoral das

laminas. Os critérios adotados foram: O para a inexisténcia de imunomarcacao
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ou imunomarcacao detectavel em menos de 10% das células; 1 para 10% a 30%
de células coradas; 2 para 31% a 60% de células coradas; e 3 para mais de 60%
de marcacgédo das células (Tremblay et al., 2006). Para a andlise dos dados, 0s
valores de 2 e 3 foram estratificados como expressao alta da GSTPI, enquanto
valores de 0 e 1 foram denominados expressao baixa de GSTPI (Nishimura et
al., 1996).

4.4 HPV

A positividade para o HPV nas amostras de pacientes com CECP foram
analisadas pelo método de deteccdo do DNA por PCR, como descrito Moyses et
al, 2011.

45 Anédlise estatistica

A analise de Imuno-histoquimica para a expressdo da GSTPI tanto no
tumor como na margem tumoral foi testado para os fatores de risco tabagismo,
etilismo e positividade para HPV.

A relacdo da expressao de GSTPI com a sobrevida foi feita somente nas
amostras de pacientes NTNE. Os dados foram inicialmente submetidos
as analises descritivas. Para dados continuos calculou-se a média, mediana,
dispersdo, homogeneidade e normalidade. Os dados categoricos foram
expressos em porcentagem. Os dados de expressao da GSTPI na margem e
tumor foram categorizados e comparados entre os dois grupos de pacientes pelo
teste de McNemar para amostras pareadas.

Sobrevida global em 5 anos conforme a expressédo de GSTPI realizada
apenas no grupo de pacientes NTNE foi calculada como o tempo em anos entre
a data do fim do tratamento e o 6bito ou Ultima informacg&o do paciente. As curvas
de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meier e as comparacoes
entre as curvas foram realizadas pelo teste log-rank.

A associagao entre a marcacédo do GSTPI e a positividade para o HPV foi
realizada através do teste exato de Fischer.

O nivel de significancia foi de 5% bicaudal. As analises estatisticas foram
realizadas no software estatistico SPSS para Windows v.18.
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5. RESULTADOS

A tabela 1 apresenta o perfil epidemioldgico, clinico e patolégico dos
pacientes NTNE e TE da coorte original. Nota-se o predominio de pacientes
homens no grupo TE, enquanto de mulheres no grupo NTNE. Quanto ao sitio
anatémico a cavidade oral € o sitio mais frequente em ambos 0s grupos.

Por diferencas no perfil inerentes aos grupos, foi possivel o
estabelecimento de apenas 47 pares de pacientes NTNE:TE, baseados em
sexo, idade (+/-5anos), sitio tumoral, estadiamento TNM, grau de diferenciagéo
tumoral e variantes morfologicas (Moyses et al, 2011). Alguns pacientes TE
foram usados como pares de mais de um paciente NTNE, como estratégia de
imputacao de dados (Andridge e Little, 2010).

Tabela 1. Caracteristicas da amostra total de pacientes

Caracteristica NTNE TE

N=80 N=1374

N (%) N (%)
Género
Feminino 57 (71,3) 96 (7,0)
Masculino 23 (28,8) 1278 (93,0)

Idade (em anos)
Média (DP) 62,79 (16,30) 57,13 (9,79)

Sitio anatémico

Cavidade oral 50 (62,5) 493 (35,9)
Cavidade oral+faringe 7 (8,8) 114 (8,3)
Orofaringe 11 (13,8) 241 (17,5)
Laringe 11 (13,8) 384 (27,9)
Hipofaringe 1(1,3) 119 (8,7)

Varios sitios 0 23 (1,7)
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Estadio clinico*

0 0 1(0,1)

| 10 (13,5) 87 (6,6)

I 16 (21,6) 199 (15,1)
i 13 (17,6) 266 (20,2)
\Y 35 (47,3) 763 (58,0)

Grau de diferenciacao

Bem diferenciado 42 (55,3) 419 (34,0)
Moderadamente diferenciado 29 (38,2) 702 (57,0)
Pouco diferenciado 5 (6,6) 110 (8,9)

Variante morfoldgica

Classico 70 (94,6) 1151 (95,4)
Verrucoso 2(2,7) 5(0,4)
Escamoso basaloide 1(1,4) 24 (2,0)
Papilifero 1(1,4) 2(0,2)

Tabela 1: NTNE: ndo tabagista e nédo etilista; TE: tabagista e etilista; DP: desvio padréo; *estadio clinico
conforme sistema TNM. Adaptado de Moyses, RA (2011).

A figura 1 apresenta o fluxograma dos casos participantes deste estudo.
Foram incluidos 1633 pacientes de ambos os sexos portadores de CECP
provenientes do projeto “Marcadores de Agressividade em Tumores de Cabeca
e Pescoco”. Destes, foram identificados 80 pacientes ndo tabagistas e néo
etilistas (NTNE) e 1374 pacientes tabagistas e etilistas (TE). O restante eram
140 tabagistas e nao etilistas e 39 eram nao tabagistas e etilistas. Para este
estudo foram selecionados 47 pares de pacientes NTNE e TE correspondente,

conforme os critérios de pareamento.
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Figura 1. Fluxograma dos casos participantes deste estudo

N= 1633
| S
NTNE TE TNE NTE
M= 80 N= 1374 N= 140 N=39
_ il [ I
Pareados M&o pareados Pareados Mao pareados
N=47 MN=33 MN=34 M= 1340

Figura 1: NTNE: ndo tabagista e néo etilista; TE: tabagista e etilista; TNE: tabagista e n&o etilista; NTE: ndo
tabagista e etilista.

Tabela 2 apresenta as caracteristicas clinicas da amostra pareada
participante deste estudo. Dos 47 pares formados observa-se casos de CECP,

principalmente na cavidade oral.



Tabela 2. Caracteristicas clinicas da amostra pareada participante deste
estudo

Caracteristica NTNE TE
N=47 N=47
N (%) N (%)

Classificacédo T

T 10 (21,3) 16 (34,0)
T 18 (32,3) 10 (21,3)
Ts 6 (12,8) 4(8,5)

Ta 13 (27,7) 17 (36,2)

Grau de diferenciacédo

Bem diferenciado 28 (62,2) 22 (46,8)
Moderadamente diferenciado 16 (35,6) 24 (51,1)
Pouco diferenciado 1(2,2) 1(2,1)

Tabela 2: NTNE: ndo tabagista e ndo etilista; TE: tabagista e etilista;
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Diferencas da expresséo de GSTPI em NTNE e TE

A figura 2 exemplifica a marcacdo de expressdo de GSTPI no tecido

tumoral e marginal em amostras de pacientes TE e NTNE.

Figura 2: Marcacéo pelo GSTPI

Figura 2: A: expressdo de GSTPI alta em margem; B: expressao de GSTPI baixa em margem; C: expressao
de GSTPI alta em tumor

A figura 3 apresenta o fluxograma das amostras biologicas pareadas
utilizadas neste estudo. Foram selecionados 47 pares de pacientes NTNE e TE

correspondente, conforme os critérios de pareamento.

Figura 3: Fluxograma das amostras biolégicas pareadas dos participantes
deste estudo para analise de GSTPI

F E— -

NTME TE
N=34

N=47
4 N - s

Pareados
N=47

8 auséncia de material de NTNE | 18 auséncia de material de NTNE
3 auséncia de material de TE S - 5 auséncia de material de TE
6 auséncia de material tanto de h 8 auséncia de material tanto de NTNE
ctivo TE
MTNE como respectivo TE como respectivo
' ™ Fe -

amostras de
margem

amostras de
tumor

30 pares de ‘

16 pares de ‘

Figura 3: NTNE: ndo tabagista e ndo etilista; TE: tabagista e etilista.
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A tabela 3 apresenta dados de pacientes TE e NTNE de acordo com
expressao baixa ou alta da GSTPI a fim de se estabelecer a quantidade de pares
(NTNE:TE) em que os pacientes foram concordantes (negativo: negativo ou
positivo: positivo) ou discordantes (positivo: negativo ou negativo: positivo). Do
total de 16 pares possiveis para marcacdo do GSTPI na margem de tecido ndo
tumoral, 56.3% dos pares eram discordantes e compostos por uma marcagao
alta para TE e baixa para o NTNE (p=0.004). J& para a marcac¢ao do GSTPI no
tumor, dos 30 pares possiveis, 90% foram concordantes, com marcacao alta

tanto para NTNE quanto para TE (p=1).

Tabela 3. Expresséo de GSTPI conforme o hébito tabagico e etilico na
margem e no tumor de pacientes com CECP

Tabagista / Etilista (TE) Total p¥
GSTPI
margem Baixa alta 0,004
w
E baixa 1(6,3%)* 9 (56,3%)% 10 (62,5%)
g alta o* 6 (37,5%)* 6 (37,5%)
%
o
'S
c
o
N
(@)
_(.‘: Baixa alta 1
o
g baixa o* 2 (6,7%)* 2 (6,7%)
alta 13,3%)% 27 (90,0%)* 28 (93,3%)

Tabela 3: ¥McNemar *pares concordantes #pares discordantes; NTNE: ndo tabagista e néo etilista; TE:

tabagista e etilista; GSTPI: glutationa S-transferase;
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A figura 4 apresenta o fluxograma das amostras biolégicas pareadas
utilizadas neste estudo para as andalises do HPV. Para este estudo foram
selecionados 33 pares de pacientes NTNE e TE correspondente, conforme os

critérios de pareamento.

Figura 4: Fluxograma das amostras bioldgicas pareadas dos participantes
deste estudo para as analises de HPV

NTNE / TE
Pareados

N= 47 pares

9 NTME sem analise para HPV
6 TE sem analise para HPFV
HPV
N= 23 pares
HPV POSITIVO HPV NEGATIVO
7 NTNE 26 NTNE
2TE 21 TE

Figura 4: NTNE: ndo tabagista e néo etilista; TE: tabagista e etilista; HPV: papilomavirus humano.

A tabela 4 apresenta os resultados da associacdo entre a positividade para
HPV provenientes de Moyses et al, 2011 em pacientes pareados ndo tabagistas
e nao etilistas (NTNE) e os tabagistas e etilistas (TE). Ndo ha associacéo na

marcacao do HPV conforme o habito tabagico e etilico.
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Tabela 4. Analise da associacédo de HPV em pacientes pareados NTNE e
TE

TE p*
o HPV HPV
§°% m Negativo positivo 0,180
£ 92 |negativo 24 (92,3%) 2 (7,7%)
g positivo 7(100%) 0

Tabela 4: ¥McNemar; NTNE: ndo tabagista e ndo etilista; TE: tabagista e etilista; HPV: papilomavirus

humano;

A figura 5 apresenta o fluxograma das amostras bioldgicas utilizadas neste

estudo para as andlises do HPV de NTNE. Para este estudo foram selecionadas

47 amostras de pacientes NTNE.

Figura 5: Fluxograma das amostras bioldgicas de NTNE participantes das
anélises do HPV

NTNE

N=47
» | 16 NTNE SEM POSTIVIDADE/IMUNOMARCACAO DISPONIVEL PARA AMBOS
HPV / GSTPI
N=31
HPV
HPV HPV
positivo negativo
N= 6 N=25
GSTPI Mg GSTPI Mg GSTPI Tu GSTPI Tu GSTPI Mg GSTPI Mg GSTPI Tu GSTPI Tu
Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta
N=3 N=2 N=0 N=6 N=7 N=9 N=0 N= 25

Figura 5: NTNE: ndo tabagista e ndo etilista; GSTPI Mg: glutationa S-transferase margem; GSTPI Tu:

glutationa S-transferase tumor; HPV: papilomavirus humano.
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A tabela 5 apresenta os resultados da associagado entre a marcacéo de
HPV conforme a expressdo de GSTPI na margem de pacientes nédo tabagistas
e nao etilistas (NTNE). Nao ha associacdo entre a marcacdo de HPV e a

expressao de GSTPI na margem de NTNE.

Tabela 5. Andlise da associagdo de HPV conforme a expresséo de GSTPI
na margem de pacientes NTNE

GSTPI margem p¥
© .
§§ ~| Hpv Baixa Alta
S i £ |negativo 10 (62,5%) 6 (37,5%) 1
:% czocs £ | positivo 3 (60%) 2 (40%)

Tabela 5: ¥teste exato de Fisher’s bicaudal; NTNE: ndo tabagista e ndo etilista; GSTPI: glutationa S-

transferase; HPV: papilomavirus humano;

A tabela 6 apresenta a analise da associacdo entre a marcacao de HPV
conforme a expressao de GSTPI no tumor de pacientes ndo tabagistas e néo
etilistas (NTNE). Nao ha associacéo entre a marcacao de HPV e a expressao de

GSTPI no tumor de NTNE.

Tabela 6. Analise da associacdo de HPV conforme a expressao de GSTPI
no tumor de pacientes NTNE

GSTPI tumor p¥
g bcg) | npv Baixa Alta
S £ [negativo 1 (4%) 24 (96%) 0,355
:% cz% £ | positivo 1 (16,7%) 5 (83,3%)

Tabela 6: ¥teste exato de Fisher’s bicaudal; NTNE: ndo tabagista e ndo etilista; GSTPI: glutationa S-
transferase; HPV: papilomavirus humano;

A figura 6 apresenta o fluxograma das amostras bioldgicas utilizadas neste
estudo para as andlises de HPV de TE. Para este estudo foram selecionadas 34

amostras de pacientes TE.
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Figura 6: Fluxograma das amostras bioldgicas de TE participantes das
analises do HPV

TE

N= 34
+ |13 TE SEM POSTIVIDADE/IMUNOMARCACAD DISPONIVEL PARA AMBOS
HPV [ GSTPI
M= 21
HPY
HPV HPV
positivo negativo
N= 1 N=20
GSTPI Mg GSTPI Mg GSTPI Tu GSTPI Tu GSTPI Mg GSTPI Mg GSTPI Tu GSTPI Tu
Baixa Alta Baixa Alta Baina Alta Baixa Alta
N=0 N=1 N= 1 N=0 N= 4 N= 16 N= 0 N= 20

Figura 6: TE: tabagista e etilista; GSTPI Mg: glutationa S-transferase margem; GSTPI Tu: glutationa S-

transferase tumor; HPV: papilomavirus humano.

A tabela 7 apresenta a analise da associacdo entre a marcacao de HPV
conforme a expressédo de GSTPI na margem de pacientes tabagistas e etilistas

(TE). Nao ha associac¢ao entre a marcacao de HPV e a expressdo de GSTPI na

margem de TE.

Tabela 7. Analise da associacédo de HPV conforme a expresséo de GSTPI
na margem de pacientes TE

GSTPI margem p¥
% LLE, LpVY Baixa Alta 1
'E g |negativo 4 (20%) 16 (80%)
o E positivo 0 1 (100%)

Tabela 7: ¥teste exato de Fisher’s bicaudal; TE: tabagista e etilista; GSTPI: glutationa S-transferase; HPV:

papilomavirus humano;
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A tabela 8 apresenta a analise da associacdo entre a marcacao de HPV
conforme a expressao de GSTPI no tumor de pacientes tabagistas e etilistas
(TE). Nao foi possivel realizar a anéalise devido ao baixo nimero de casos com

HPV positivo no tumor.

Tabela 8. Analise da associacédo de HPV conforme a expresséo de GSTPI
no tumor de pacientes TE

GSTPI tumor p¥
=~ Bai Al
% \LII—_J/ HPV alxa ta
g’ & |negativo 0 20 (100%)
© = | positivo 1 0
[

Tabela 8: *teste exato de Fisher’s bicaudal; TE: tabagista e etilista; GSTPI: glutationa S-transferase; HPV:

papilomavirus humano;

Andélise de sobrevida de pacientes NTNE com cancer de cabeca e
pescoco conforme a expressao de GSTPlI em margem e tumor

A tabela 9 apresenta os resultados das diferencas entre as curvas de
sobrevida de NTNE conforme a expressao alta ou baixa da GSTPI nha margem e
no tumor. Nao foram encontradas diferencas significativas entre as curvas de
sobrevida conforme a expressédo da GSTPI em margem e tumor em pacientes
NTNE (Figura 7). Como os dados de imunomarcacéo para GSTPI em TE foram
obtidos apenas para os pacientes selecionados como pares dos NTNE, sua
sobrevida néo foi analisada, uma vez que os métodos empregados nao sao

adequados para amostras pareadas.
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Figura 7: Curvas de sobrevida para GSTPI em pacientes NTNE

- ——

Probabilidade de sobrevida

GSTPi margem
o
™ High
Low-censuwado
~+= High-censurado

Tempo (anos)

Lo-%—ranl;u 379,
p=0538
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06

0.4

Probabilidade de sobrevida

GSTPi tumor

Log-rank=1487,
p=0.223

Tempo (anos)

Figura 7: NTNE: ndo tabagista e néo etilista; GSTPI Margem: glutationa S-transferase margem; GSTPI

Tumor: glutationa S-transferase tumor.

Tabela 9. Analise de sobrevida em cinco anos dos pacientes néo
tabagistas/ ndo etilistas (NTNE) segundo a expresséo da GSTPI em

margem e tumor

N 6bitos n vivos n Média pt
(%) (%) (EP)
Anos

GSTPI margem baixa 22 8 (36,4) 14 (63,6) 5,16 (0,72) 0,538
alta 18  5(27,8) 13(72,2) 5,24 (0,64)

GSTPI tumor baixa 3 0 3(100) 4,23 (0,46) 0,223
alta 51 19(37,3) 32(62,7) 3,02(0,30)

Tabela 9: EP: erro padrdo. ! teste Log-rank para comparacao de curvas de sobrevida; NTNE: ndo tabagista

e ndo etilista; GSTPI: glutationa S-transferase;
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a expressdo da GSTPI ocorre tanto no
tumor como na margem do mesmo. Porém, a margem de CECP apresenta
expressao aumentada nos pacientes com o habito tabagico e etilico. Estes dados
reforcam o papel de detoxificagdo desta enzima no CECP e, principalmente,
como um biomarcador diferencial de carcin6genos em area ndo neoplasica.

A partir de uma amostra de mais de 1600 pacientes, foram obtidos 80
pacientes NTNE. Isso ilustra o desafio de se estudar pacientes NTNE com
CECP, 0 que é corroborado pela escassez de estudos com esse perfil de
pacientes na literatura.

Sendo uma enzima de detoxificacdo de carcindgenos, estudar seu papel
em uma amostra que ndo apresenta exposicao a carcindbgenos provenientes do
tabaco e do alcool (NTNE) nos permite analisar o papel da GSTPI em CECP,
sem a interferéncia destes habitos, tao frequentes nesses pacientes (Mcwilliams
et al., 2000; Hashibe et al., 2007).

Para este estudo, pareamos o0s pacientes NTNE aos correspondentes TE
por critérios demograficos, local, tipo e diferenciacdo tumoral, a fim de tornar a
amostra mais comparavel. Assim, foi possivel a formacdo de 47 pares de
pacientes NTNE e TE, conforme sexo, idade (+/-5anos), sitio tumoral,
estadiamento TNM, grau de diferenciacao tumoral e variantes morfoldgicas.

Apesar do pareamento resultar em reducdo da nossa amostra ja limitada
de pacientes NTNE, o mesmo foi importante para analisar a expresséo de GSTPI
sem a interferéncia desses possiveis fatores de confusao.

Neste estudo, analisamos a expressédo de forma relativa e ndo absoluta.
Isto é, observamos maior expressdo de GSTPI em TE em comparacdo a NTNE.
N&o houve diferenca entre a expressao de GSTPI no tumor conforme os habitos
tabéagico e etilico. Porém, na margem houve maior expressao do biomarcador
em pacientes TE. A partir disso séo possiveis ao menos duas interpretacoes,
nao excludentes entre si. Primeiramente, de que existe aumento da atividade
enzimatica na margem de tumor induzida pelo tabagismo e/ou etilismo para
detoxicacdo, corroborando com trabalhos que demonstram a habilidade da
GSTPI em eliminar carcinogenos (Terrier et al., 1990; Califano et al., 1996;
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Townsend e Tew, 2003). Em contrapartida, em pacientes NTNE podemos
interpretar que a baixa expressao deve-se ndo a diminuicdo da atividade
detoxificadora da enzima, mas aos erros de sua capacidade de detoxificacdo.
Esse poderia ser um mecanismo responsavel pelo desenvolvimento de tumores
nessa populacdo, que ndo foi exposta ao tabaco e ao alcool de forma direta,
porém pode ter sido exposta a outros carcinégenos desconhecidos. Para melhor
esclarecer esses processos, precisariamos analisar polimorfismos genéticos e
alteracdes na atividade enzimatica de ambos os grupos, bem como em pacientes
sem cancer. De fato, a glutationa S-transferase pi (GSTPI) é uma importante
enzima que detoxifica metabdlitos relacionados ao tabaco, sendo a mais
abundante glutationa S-transferase (GST) expressa no CECP (Mulder et al.,
1995). A relevancia do tabaco e do alcool na etiologia da doenca esta
evidentemente constatada (Argiris et al., 2008), entretanto, a relacdo entre a
expressdo de GSTPI, a carcinogénese e esses habitos permanece controversa
(Mcwilliams et al., 2000; Olshan et al., 2000; Lang et al., 2012; Li et al., 2013).
No tumor, foi elevada a expressdo da GSTPI em ambos os grupos. Estes
dados sugerem que, ap0s a transformacao neoplasica do tecido, a expresséao de
GSTPI ndo depende exclusivamente do habito tabagico e etilico, mas
possivelmente de outros fatores da carcinogénese que possam ser responsaveis
pelo aumento da expresséo. Estes dados sdo compativeis com estudos prévios,
gue demonstram a presenca de GSTPI em diferentes tecidos neoplasicos,
inclusive em tumores de CECP (Sarkar et al., 1997a; Bentz et al., 2000).
Polimorfismos no gene da GSTPI foram associados a redugdo na
capacidade de detoxificar carcinégenos, contribuindo para o envolvimento da
GSTPI em resposta a exposicdo a essas substancias toxicas (Ali-Osman et al.,
1997; Olshan et al., 2000; Cho et al., 2006; Peters et al., 2006; Singh et al., 2008;
Vasieva, 2011). Ademais, (Chen e Lin, 1995; Bentz et al., 2000) estdo em
consonancia com nossos dados para elevada expressdo de GSTPI no tumor,
bem como sua relacdo com o grau de diferenciagéo tumoral, quando observaram
expressao progressivamente maior em amostras de mucosa normal, displasia e
tumor. Outros estudos descreveram que as GSTPI sdo expressas em tecido
normal do trato digestdrio, urinario e respiratério, 0 que sustenta seu papel na

eliminacdo de substancias toxicas mesmo em tecido ndo tumoral. Alteragdes
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histologicas de transicdo pré-neoplasica entre margem e tumor ndo foram
evidenciadas no nosso estudo (Terrier et al., 1990; Geisler et al., 2005;
Henderson et al., 2014).

Entretanto, acreditamos que nossas amostras possam apresentar
alteracdes moleculares importantes relacionadas a carcinogénese mesmo que
ndo evidenciadas nas analises histologicas, como hipotetizado inicialmente pelo
conceito de cancerizagcdo de campo (Slaughter et al., 1953) e confirmado pelos
estudos de (Califano et al., 1996).

Analisamos a associacdo da positividade para o HPV em amostras
pareadas de NTNE e TE. Entretanto, a positividade para o HPV ndao foi diferente
conforme os habitos tabagicos e etilicos dos pacientes. Varios fatores podem ter
corroborado para esses achados. Estudos recentes mostram que apesar do
consumo de tabaco e alcool serem fatores de risco para CECP, em torno de 10
a 20% dos pacientes que desenvolveram CECP, ndo apresentavam esses
hébitos (Bertolus et al., 2012). Os dados de HPV precisam ser considerados
com cautela, uma vez que nossa amostra de pacientes NTNE é peculiar, com
um grande numero de mulheres idosas que nado representa o perfil da maioria
de pacientes que apresentam CECP associados ao HPV (Morbini e Benazzo,
2016). Outro fator limitante é que pacientes HPV positivo sdo acometidos
frequentemente, por doenca na regido da orofaringe, subsitio que geralmente
apresenta bons resultados oncolégicos com tratamento radioterapico e
quimioterapico (Chaturvedi et al., 2013; Perez et al., 2017). Os pacientes
incluidos no projeto GENCAPO séo recrutados em servigos de cirurgia de
cabeca e pescoco e nao de oncologia clinica, limitando assim o recrutamento de
pacientes com tumores relacionados ao HPV neste trabalho. Adicionalmente, a
prevaléncia do CECP relacionados ao HPV é menor no Brasil que em paises
desenvolvidos, especialmente entre classes socioecondmicas menos
favorecidas (Chaturvedi et al., 2013). Nossa amostra é composta de pacientes
que estdo sendo tratados no Sistema Unico de Saude (SUS), com frequéncia
menos favorecidos socioeconomicamente. Isso pode limitar o quanto Nnossos
resultados séo generalizaveis para populagdes com perfil social diferente.

As GSTs estao envolvidas no metabolismo de diferentes farmacos (Black

et al., 1990) e sugere-se que 0 aumento da expressao destas enzimas pode ser
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responsavel, em parte, na resisténcia quimioterapica observada em diversos
tumores (Tsuchida e Sato, 1992; Cabelguenne et al., 2001; Cullen et al., 2003;
Geisler et al., 2005; Lopes-Aguiar et al., 2015). Em contrapartida, o silenciamento
do gene GSTPI, aumenta a sensibilidade do tumor as drogas antineoplasicas,
sugerindo-se assim, que a baixa expressao da GSTPI pode estar associada a
melhor resposta terapéutica e a maior sobrevida (Shiga et al., 1999; Depeille et
al., 2005). Desse modo, este marcador poderia ser util na escolha terapéutica
para estes pacientes. Com este intuito, avaliamos a sobrevida e a expressao de
GSTPI.

Optamos por estudar a sobrevida somente no grupo NTNE e sua
associacdo com a expressdo de GSTPI a fim de identificar a relacdo com o
prognéstico da doenca, sem os provaveis efeitos do alcool e ao tabaco, tanto na
sobrevida como na expressao de GSTPI. Este dado é raramente encontrado na
literatura, visto que os pacientes portadores desta doenca frequentemente
apresentam esses habitos (Hashibe et al., 2007) e resultados prévios nao
costumam ajustar as analises de associacdo do GSTPI e mortalidade pelos
hébitos. Nao foi possivel verificar diferencas na sobrevida conforme a expressao
do GSTPI porque nenhum paciente com expressdo tumoral baixa faleceu
durante o periodo de observacéo, inviabilizando interpretacdes estatisticas a
respeito. Estudos recentes demostraram menor sobrevida para CECP quando o
paciente apresenta elevada presenca de GSTPI (Schumaker et al., 2008).
Porém, diferentemente do nosso estudo, 0s autores ndo avaliaram os efeitos de
forma independente destes habitos. Uma vez que a expressao de GSTPI altera-
se conforme a exposicdo ao fumo e ao alcool, € possivel que isso ocorra de
forma proporcional a intensidade do habito. Sendo a intensidade do habito um
preditor de sobrevida da populacdo em geral, a analise de sobrevida conforme a
marcacdo de GSTPI em tabagistas e etilistas estaria sujeita a este fator de
confusdo importante. Ou seja, 0 GSTPI seria apenas um marcador de habitos e
ndo de fato, um marcador de sobrevida. Por esse motivo, a andlise de sobrevida
em NTNE é t&o relevante. Além disso, nossa amostra de TE n&o foi utilizada na
analise de sobrevida, pois ndo se trata de uma amostra aleatorizada da
populacao total de TE, uma vez que foi pareada com os pacientes NTNE,

tornando quaisquer resultados encontrados desprovidos de validade externa.
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Algumas limitacdes do nosso estudo referem-se ao numero de NTNE
passiveis de selecdo dentre uma amostra de 1633 pacientes pertencentes ao
projeto. Pacientes NTNE eram frequentemente mulheres muito jovens ou muito
idosas, perfil pouco observado entre os 1374 pacientes TE do projeto
GENCAPO. Outra limitacéo foi em relagdo a obtencdo de amostras tumorais e,
em especial, margens. Dos 47 pares resultantes do pareamento, pudemos
constituir apenas 30 pares para biomarcacdo de GSTPI em tumor e 16 pares
biomarcacdo em margem, dada a dificuldade em conseguir amostras tumorais
parafinadas. Além disso, ndo era escopo do nosso estudo analisar polimorfismos
genéticos devido a maior complexidade exigida para tal fim, porém essas
analises poderiam contribuir para nossas conclusdes. Por fim, nosso estudo tem
desenho transversal, 0 que permite apenas interpretacdes de associacdao, mas
nao de causalidade.

Os dados obtidos neste trabalho podem ser interpretados considerando
trés cenarios conforme o habito tabagico e etilico dos pacientes com CECP, se
pudéssemos comparar a pacientes sem cancer. No primeiro cenario, devido aos
hébitos, a expressdo de GSTPI em TE pode estar aumentada em relacao ao
NTNE, que por sua vez teriam expressdo em mucosa semelhante a pacientes
sem cancer. No segundo cenario, a expressao da GSTPI em NTNE pode estar
diminuida se comparada a expressao da GSTPI em pacientes sem cancer,
devido a uma falha no processo de detoxificacdo e contribuindo assim para a
carcinogénese neste grupo exposto a outros carcindbgenos ambientais. No
terceiro cenario a expressdo da GSTPI pode estar aumentada no TE e diminuida
no NTNE, contribuindo assim para o mecanismo de carcinogénese em pacientes

acometidos por essa neoplasia (Figura 8).
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Figura 8: Possiveis cendrios para os resultados encontrados
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Figura 8: Intensidade das cores refletindo expressédo da GSTPI. (NTNE: néo tabagista e néo etilista; TE:

tabagista e etilista).

Dessa maneira, os resultados permitem mostrar que a expressao de GSTPI
em amostras tumorais de CECP ocorre de forma independente do habito de
fumar e beber. Permitiram também identificar presenca de GSTPI em tecido nao
neoplasico peritumoral histologicamente normal, e de forma diferencial conforme
o habito, ressaltando a importancia de se analisar ndo somente a expressao
desta enzima no tumor, mas principalmente na regiao peritumoral, e conforme a
presenca desses habitos, o que ndo € usualmente feito. As analises da
expressao da GSTPI em tecido tumoral e particularmente em tecido peritumoral
de CECP, aliados a pesquisas moleculares e celulares futuras poderéo
complementar a compreensao do real papel fisiopatoldégico da GSTPI como fator
modulador de carcinogénese e para planejamento terapéutico nos tumores de
cabeca e pescoco. Assim em nosso estudo demostramos que a GSTPI
apresenta expressdo nos tumores independente do habito, desta forma a
exposicdo a estes carcinégenos ndo € o mecanismo responsavel pela sua

expressao no tumor. Ademais a expresséao diferencial na margem conforme o



33

hébito, sendo maior em TE, sugere que neste grupo ha um aumento da
expressao pela exposicdo aos carcindgenos do tabaco e do alcool. Alternativa
ou adicionalmente, a menor expressdo em NTNE possa ser devido a uma falha
no processo de detoxificacdo que poderia contribuir para carcinogénese, uma
vez que podem estar expostas a outros carcinégenos ambientais.

Outro dado relevante é que a GSTPI possa ser mais um marcador de
exposicao ao tabagismo e etilismo, do que de fato marcador de sobrevida de
forma independente do habito. Uma vez que demonstramos que existe marcacao
diferencial em margens conforme a exposi¢ao aos carcinégenos do tabaco e do
alcool.

Deste modo, o uso deste marcador de progndstico para CECP deve ser
interpretado considerando o impacto na sobrevida destes habitos, tdo presentes

em pacientes acometidos por essa neoplasia.
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7. CONCLUSAO

Os nossos dados permitem concluir que:

e A expressao da GSTPI esta presente tanto em amostras tumorais como
em margem de tumor;

e A expressao da GSTPI foi independente do habito tabagico e etilico;

e A expressdo da margem foi dependente do hébito dos pacientes
portadores desta neoplasia, sendo mais intensa em pacientes tabagistas
e etilistas;

¢ Na&o houve associacao de presenca de GSTPI e a HPV na margem e no
tumor de pacientes com CECP;

e A analise de sobrevida foi inconclusiva por ndo ocorrer 6bitos no grupo

com baixa expressao de GSTPI no tumor durante o periodo de estudo.
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8. ANEXO

Sao Paulo, 10 de novembro de 2015.

A
Comissdo Cientifica do Hospital das Clinicas da FMUSP

Ref.: Emenda de Inclusdo de pesquisadoras em Subprojeto de Projeto Tematico
CAPPesq 0511/07 “BUSCA DE MARCADORES DE AGRESSIVIDADE EM TUMORES DE
CABECA E PESCOCO”.

Venho solicitar a inclusdo dos pesquisadores: Pamela de Oliveira Soares
(http://lattes.cnpq.br/1334579448993270) (matricula n® 6706363) e Maria Lucia Bueno Garcia
(http://lattes.cnpq.br/5247556656251852) no  subprojeto intitulado  “Avaliagédo de
marcadores histopatolégicos dos tumores de cabega e pescoco” do projeto Tematico
GENCAPO “BUSCA DE MARCADORES DE AGRESSIVIDADE EM TUMORES DE CABECA E
PESCOCO” CAPPesq 0511/07.

As pesquisadoras Pamela Oliveira Soares e Profa Maria Lucia Bueno Garcia faréo o estudo
sob o titulo “Expressdo de Glutationa S Transferase Pi em pacientes com carcinoma
epidermdide de cabega e pescogo cénforme os habitos tabagico e etilico” deste subprojeto.

Muito obrigada,

Atenciosamente i - Dra. Raguel Ajub Moyses
g s o ok N AR, A Cirurgla de Cabeca e

Prof. Raquel Ajub Moyses LA <4 2 Pescogo

Y ] CRH1 104394
Pesquisador Responsavel i %

Coordenadora do SubProjeto “Avaliagdo de marcadores histopatolégicos dos tumores
de cabega e pescogo”.
De acordo:

Pamela Oliveira Soares
Aluna de PG

Maria Lucia Bueno Garcia | -
Dra.Maria Licia Bueno Garc

Orientadora do Programa dé~/Pés-Graduégéo em Ciﬁé'nc'i;s Médicas CRULSP 335

\

Av. Dr, Enéas de Carvalho Aguiar, 255 - Cerqueira César - Sao Paulo - SP- CEP: 05403-900 — 8° andar sala 8174

Fone: (11) 2661-7506
/e s
it POIL—

PV N L e
"33‘3:'4?\{“\& g0 HCFWUSP

Hiretorid
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g Hospital das Clinicas da FMUSP
\b Comisséao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
FMILIS P CAPPesq

N° Protocolo: 0511/07

Titulo: BUSCA DE MARCADORES DE AGRESSIVIDADE EM TUMORES DE CABECA E
PESCOCO

Pesquisador Responsavel: Raquel Ajub Moyses

Pesquisador Executante: Raquel Ajub Moyses

Disciplina: Cirurgia de Cabega e Pescogo

Departamento: CIRURGIA

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessGo datada de
18/11/2015, do(s) documento(s) abaixo mencionado(s):

«Carta recebida em 09/11/2015 - Solicitagdo de cancelamento do sub estudo
intitulado Papel da inflamagdo na resposta a terapia anti-tumoral: Preditores
pscolégicos e fisiolégicos de desfecho - Inter relagdes de cdancer, depressGo e
estresse.

«Carta datada de 10/11/2015 - Solicitagdo de inclus@o dos pesquisadores Pamela
de Oliveira Soares e Maria Licia Bueno Garcia no subprojeto infitulado
"Avaliacdo de marcadores de Agressividade em Tumores de cabeca e
Pescogo".

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 - cabe ao
pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e
apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a
qualguer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da
pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos
recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo, com os
devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal fécnico participante
do projeto; f) justificar perante ao CEP inferrupgcdo do projeto ou a ndo
publicagcdo dos resultados.

CAPPesq, 18 de Novembro de 2015

Prof. Dj. Alfredo José Mansur

Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragao - 5° andar - CEP 05403-010 - Sao Paulo - SP.
55 11 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | cappesg.adm@hec.fm.usp.br
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APENDICE

APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA CASOS E CONTROLES TERMO DE
CONSENTIMENTO INFORMADO PARA OS CASOS

INTRODUCAO

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo para investigar fatores
ambientais e seus efeitos sobre a salide das pessoas. O estudo esta sendo conduzido
pelo [Nome do Local, Centro Colaborador]. Seu médico nos forneceu seu nome e
nos concedeu autorizacdo para convida-lo a participar deste estudo. Sua
participacao neste estudo é voluntaria. O(A) Sr.(a) pode se recusar a participar ou
retirar-se do estudo a qualquer momento, sem que isso afete de forma alguma o
tratamento médico que o(a) Sr.(@) esta recebendo. Por favor, leia
cuidadosamente este formulario de consentimento e esclareca com o coordenador
da pesquisa no hospital quaisquer dividas que vocé possa ter sobre o estudo antes de
assinar este termo.

EXPLICAGAO DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé concordar em participar deste estudo, sera solicitado que o(a) Sr.(a)
participe de uma entrevista e forneca amostras de sangue e de tecido (tumor).
Além disso, nos pediremos sua permissdao para coletar informacoes relevantes do
seu prontuario médico. Se o(a) Sr.(a) decidir ndao responder, seja a uma questao
especifica ou a todas as informacoes, nao sofrera nenhuma penalidade. Vocé pode
participar da entrevista, mas se recusar a fornecer as amostras biologicas (sangue e
tumor), que serao coletadas e armazenadas para finalidades de pesquisa.

Questionario:

Um entrevistador vira aplicar o questionario enquanto o(a) Sr.(a) estiver no hospital.
A entrevista tem a duracao de aproximadamente uma hora e consiste de questdes
relacionadas a habitos, estilo de vida, ambiente e saude.

Coleta de sangue e amostras bioldgicas:

Sera solicitado que o(a) Sr.(a) doe uma Unica amostra de sangue enquanto estiver
no hospital. Uma enfermeira treinada retirara aproximadamente 10 ml de sangue de
uma veia do seu braco, da maneira habitual. Se disponivel, nds solicitaremos ao
Departamento de Patologia do hospital uma pequena amostra do seu tumor.

ANALISE DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

O sangue e as amostras de tumor serdo enviados a laboratoérios para analise. Essas
amostras serdao testadas para as caracteristicas genéticas e celulares que podem
estar relacionadas ao desenvolvimento da doenca. Suas amostras serao
armazenadas por até 30 anos, para serem utilizadas em investigacoes genéticas e
bioquimicas no presente estudo. Ao concordar em participar da parte de coleta de
amostras biologicas deste estudo, o(a) Sr.(a) concede agora a autorizacao para usos



futuros dessas amostras que se relacionam com o objetivo do presente estudo.
Nenhuma destas amostras sera testada para detectar o uso de drogas ilegais.
Qualquer uso futuro das amostras ou estudo de acompanhamento sera aprovado por
um comité de ética.

NOTIFICAGAO, CUSTO E COMPENSACAO

As amostras biologicas obtidas serdo utilizadas apenas para fins de investigacao.
Qualquer material que nao seja imediatamente utilizado continuara a ser
armazenado para ser utilizado no futuro para ajudar os cientistas a aprender mais
sobre as relacées entre meio ambiente, alteracoes genéticas e salude. Os resultados
da pesquisa nao sao adequados para uso em testes clinicos, como parte de seu
atendimento médico. Portanto, os resultados desses estudos nao estarao disponiveis
para o(a) Sr.(a). Nao havera nenhum custo financeiro para o(a) Sr.(a) participar neste
estudo e ndao ha nenhuma compensacdao ou pagamento pelo preenchimento do
questionario e fornecimento das amostras bioldgicas.

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS

Durante a coleta do sangue, o(a) Sr.(a)pode sentir um pouco de dor ou apresentar um
hematoma (mancha roxa) no braco, no local onde for inserida a agulha. E possivel,
mas nao provavel, que vocé apresente inchaco ou sangramento no local da puncao.
Pode também ocorrer um mal-estar relacionado a agulhas. E improvavel que ocorram
danos fisicos a partir da coleta de sangue. Se estes danos ocorrerem, vocé sera
imediatamente tratado pelos profissionais do hospital.

BENEFICIOS POTENCIAIS

Nao havera beneficios diretos para o(a) Sr.(a) que nao a satisfacao de participar
desta pesquisa para o possivel beneficio das geracdes futuras. Sua participacao é
muito importante para o sucesso desta pesquisa cientifica.

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE

As informacbes relativas a sua participacdo no estudo serdao mantidas
confidenciais e serdo usadas apenas para fins cientificos, em conformidade com
a legislacao aplicavel do Brasil. Ninguém, exceto os membros da equipe de
pesquisa terao acesso as suas respostas e aos resultados de testes. Seu empregador
(patrao) nao tera acesso a quaisquer resultados ou informacoes que o(a) Sr.(a) nos
fornecer. As amostras biologicas ndao serao etiquetadas com o seu nome. Seu nome
nao sera usado em nenhum relatoério e nem divulgado de forma alguma.

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO

A sua participacao nesta pesquisa € voluntaria e o(a) Sr.(a) pode se recusar a
participar e/ou retirar o seu consentimento e interromper a participacao a qualquer
momento, sem nenhuma penalizacdo ou perda de algum beneficio que tenha
recebido anteriormente. Se o(a) Sr.(a) inicialmente decidir dar seu consentimento
para o armazenamento das amostras biologicas para pesquisas futuras, mas depois
mudar de idéia e enviar notificacdo por escrito para (Nome e endereco do
Pesquisador Responsavel no Local), todos os remanescentes das suas amostras
bioldgicas serdao entao destruidos. A sua decisao sobre esse assunto nao afetara o seu
tratamento médico ou seu emprego.



CERTIFICACAO

Eu li a explicacao sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer
minhas dldvidas. Ao concordar em participar deste estudo, eu nao renuncio a
nenhum direito que possa ser relativo ao acesso e divulgacao dos meus dados. Eu
concordo em participar das partes do estudo onde esta assinalado “sim” e recuso-
me a participar das partes do estudo onde esta assinalado “nao”. Declaro que
recebi uma copia deste termo de consentimento.

SIM NAO
Parte do estudo

Entrevista

Coleta e teste do sangue

Coleta de amostras de tumor e testes relacionados
Acesso aos prontuarios médicos

[ N N oy |
e b ed e
[ N N B oy |
et e ] d

Assinatura do Participante Data Assinatura da testemunha Data

Nome do Participante Nome da testemunha

NoOs agradecemos a sua colaboracao nesse importante projeto de pesquisa. Se o(a)
Sr.(a) tiver dividas sobre este estudo, vocé pode telefonar para o Dr. (Nome do
Coordenador Local), no telefone ou o(a) Sr.(a) pode escrever-lhe, no seguinte
endereco:

Nome e endereco do Centro Colaborador Local




TERMO DE CONSENTIMENTO PARA OS CONTROLES

INTRODUCAO

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais
e seus efeitos sobre a salde das pessoas. O estudo esta sendo conduzido pelo [Nome do Centro
Colaborador Local]. Sua participacao neste estudo é voluntaria. O(A) Sr.(a) pode se recusar a
participar ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem que isso afete de forma alguma o
tratamento médico que o(a) Sr.(a) esta recebendo. Por favor, leia cuidadosamente este
formulario de consentimento e esclareca com o coordenador da pesquisa no hospital quaisquer
davidas que o(a) Sr.(a) possa ter sobre o estudo antes de assinar este termo.

EXPLICAGAO DOS PROCEDIMENTOS

Se o(a) Sr.(a) concordar em participar deste estudo, sera solicitado que o(a) Sr.(a) participe de
uma entrevista e forneca amostras de sangue. Além disso, nés pediremos sua permissao para
coletar informacdes relevantes do seu prontuario médico. Se o(a) Sr.(a) decidir nao responder,
seja a uma questao especifica ou a todas as informacoes, nao sofrera nenhuma penalidade. O(A)
Sr.(a) pode participar da entrevista, mas se recusar a fornecer a amostra de sangue que sera
coletada e armazenada para finalidades de pesquisa.

Questionario:

Um entrevistador vira aplicar o questionario enquanto o(a) Sr.(a)estiver no hospital. A entrevista
tem a duracdo de aproximadamente uma hora e consiste de questdes relacionadas a habitos,
estilo de vida, ambiente e saude.

Coleta de sangue e amostras biologicas:

Sera solicitado que o(a) Sr.(a) doe uma Unica amostra de sangue. Uma enfermeira treinada
retirara aproximadamente 10 ml de sangue de uma veia do seu braco, da maneira habitual.

ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras de sangue serdao enviadas a um laboratorio para analise. Essas amostras serdao
testadas para as caracteristicas genéticas e celulares que podem estar relacionadas ao
desenvolvimento da doenca. Suas amostras serdao armazenadas por até 30 anos, para serem
utilizadas em investigacdes genéticas e bioquimicas no presente estudo. Ao concordar em
participar da parte de coleta de amostras biologicas deste estudo, o(a) Sr.(a) concede agora
a autorizacao para usos futuros dessas amostras que se relacionam com o objetivo do
presente estudo. Nenhuma destas amostras sera testada para detectar o uso de drogas ilegais.
Qualquer uso futuro das amostras ou estudo de acompanhamento sera aprovado por um comité
de ética.

NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAO

As amostras bioldgicas obtidas serao utilizadas apenas para fins de investigacao. Qualquer
material que nao seja imediatamente utilizado continuara a ser armazenado para ser utilizado
no futuro para ajudar os cientistas a aprender mais sobre as relacdes entre meio ambiente,
alteracoes genéticas e saude. Os resultados da pesquisa ndao sao adequados para uso em testes
clinicos, como parte de seu atendimento médico. Portanto, os resultados desses estudos
ndo estarao disponiveis para o(a) Sr.(a). Nao havera nenhum custo financeiro para o(a) Sr.(a)
participar neste estudo e nao ha nenhuma compensacao ou pagamento pelo preenchimento
do questionario e fornecimento das amostras bioldgicas.

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS

Durante a coleta do sangue, o(a) Sr.(a) pode sentir um pouco de dor ou apresentar um
hematoma (mancha roxa) no braco, no local onde for inserida a agulha. E possivel, mas nao



provavel, que o(a) Sr.(a) apresente inchaco ou sangramento no local da puncao. Pode também
ocorrer um mal-estar relacionado a agulhas. E improvavel que ocorram danos fisicos a partir da
coleta de sangue. Se estes danos ocorrerem, o(a) Sr.(a) sera imediatamente tratado pelos
profissionais do hospital.

BENEFiICIOS POTENCIAIS

Nao havera beneficios diretos para o(a) Sr.(a) que nao a satisfacdo de participar desta pesquisa
para o possivel beneficio das geracoes futuras. Sua participacdo é muito importante para
0 sucesso desta pesquisa cientifica.

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE

As informacoes relativas a sua participacao no estudo serao mantidas confidenciais e serao
usadas apenas para fins cientificos, em conformidade com a legislacao aplicavel do Brasil.
Ninguém, exceto os membros da equipe de pesquisa terdao acesso as suas respostas e
aos resultados de testes. Seu empregador (patrao) nao tera acesso a quaisquer resultados ou
informacdes que o(a) Sr.(a) nos fornecer. As amostras bioldgicas nao serao etiquetadas com
0 seu nome. Seu nome nao sera usado em nenhum relatoério e nem divulgado de forma alguma.

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO

A sua participacao nesta pesquisa € voluntaria e o(a) Sr.(a) pode se recusar a participar e/ou
retirar o seu consentimento e interromper a participacao a qualquer momento, sem nenhuma
penalizacdo ou perda de algum beneficio que tenha recebido anteriormente. Se o(a) Sr.(a)
inicialmente decidir dar seu consentimento para o armazenamento das amostras bioldgicas para
pesquisas futuras, mas depois mudar de idéia e enviar notificacao por escrito para (Nome
e endereco do Pesquisador Responsavel no Local), todos os remanescentes das suas
amostras biologicas serao entao destruidos. A sua decisao sobre esse assunto nao afetara o seu
tratamento médico ou seu emprego.

CERTIFICACAO

Eu li a explicacao sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas duvidas.
Ao concordar em participar deste estudo, eu nao renuncio a nenhum direito que possa
ser relativo ao acesso e divulgacao dos meus dados. Eu concordo em participar das partes
do estudo onde esta assinalado “sim” e recuso-me a participar das partes do estudo onde
esta assinalado “nao”. Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento.

SIM  NAO Parte do estudo

[] [ ] Entrevista
[] [ ] Coleta e testes em amostras de sangue
[] [ ] Acesso aos prontuarios médicos

Assinatura do Participante Data Assinatura da testemunha Data

Nome do Participante Nome da testemunha
Nos agradecemos a sua colaboracao nesse importante projeto de pesquisa. Se o(a) Sr.(a) tiver
davidas sobre este estudo, vocé pode telefonar para o Dr. (Nome do Coordenador Local), no
telefone ou o(a) Sr.(a) pode escrever-lhe, no seguinte endereco:

Nome e endereco do Centro Colaborador Local
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