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RESUMO

SANT ANNA, J.G. Distribuicdo espacial da mortalidade por cancer de cabeca e
pescoc¢o no estado do Espirito Santo e indicadores de progndéstico. 2020. 73f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)- Programa de PoOs-Graduagcdo em
Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O conhecimento sobre a mortalidade de cancer e evolucdo permite ferramentas
cruciais para programas regionais no controle do céncer, e os estudos de
biomarcadores moleculares, sdo essenciais no prognostico de pacientes com cancer
de cabeca e pescoco (CCP). A expressao da proteina p53 nos tumores pode presumir
estadio avancado ou metastase, levando a maior relevancia deste biomarcador para
o carcinoma epidermdide oral (CEO). O objetivo deste trabalho foi investigar a taxa de
mortalidade do cancer de cabeca e pescoco em seus aspectos epidemiolégicos,
espacial e temporal no estado do Espirito Santo bem como averiguar a expresséao da
proteina p53 em carcinoma epidermoide oral, sua relacdo com dados
clinicopatolégicos, histopatolégicos e seu potencial uso como biomarcador de
prognaostico. Foram reunidos dados no periodo de 1998 a 2017, de Obitos confirmados
por cancer de cabeca e pesco¢o com dados obtidos pelo programa Departamento de
Informatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS,Brasil) no estado do Espitito Santo,
assim como, casos de carcinoma epidermoide oral de um estudo multicéntrico do
Brasil e Reino Unido no periodo de 2010-2017. Trata-se de um estudo ecoldgico
exploratério temporal das taxas de mortalidade por cancer de cabeca e pescoco,
utilizando analise de regresséao linear, na qual a variavel independente foi 0 ano do
Obito. Os modelos foram ajustados para variaveis selecionadas, e taxas padronizadas
por microrregido do estado distribuidos espacialmente. O estudo longitudinal
prospectivo com laminas histolégicas obtidas de 95 casos de carcinoma epidermoide
oral com a construcao de microarranjo tecidual (TMA) de trés regides distintas: epitélio
adjacente ao tumor, displasia e tumor, e submetidas a imuno-histoquimica para
investigacdo da expressao de p53. Para analise de regressao linear foi utilizado o
percentual anual médio (AAPC) da mortalidade de casos com CCP, cauculados a
partir do software “jointpoint” e para averiguar a expressao de p53 considerando a
marcacao nuclear em queratinécitos através de H-Score. O nivel de significancia

considerado para todos os testes estatisticos foi de 95%. Teste Qui-Quadrado foi



empregado para instituirassociacées entre as variaveis clinicopatologicas estudadas
na expressao da proteina. Dos resultados obtidos, 85% da mortalidade de cancer de
cabeca e pescoco no periodo estudado foi em homens, sendo observado no mesmo
periodo o aumento da tendéncia em todos as regionais de saude do Estado, além
dos valores dos sitios a cavidade oral (APPC 1,1% anual), orofaringe (APPC 4,7%
anual), e laringe (APPC 2,6% anual). Entre as mulheres o aumento foi na regiao
central do Estado e na cavidade oral (APPC 6,6% anual). Em relacdo a expresséo de
p53 na cavidade oral, houve significancia entre a expressao e o padréo de invaséo
(p=0,046). Dentre a investigacdo das taxas de mortalidade no estado do Espirito Santo
no sexo masculino, observamos significancia nas variaveis faixa etaria de 40 a 59 e
60 anos e mais, nas regides de saude: Central, Metropolitana, Norte, Sul e nas
topografias da cavidade oral, orofaringe e laringe. Em relagcdo ao sexo feminino a
regido de saude Central e a topografia cavidade oral mostraram significancia. As
taxas podem estar relacionadas com distinticAo em aspectos socioecondémicos e
sociodemogréficos. Possibilitando estratégias de acdo para o combate do CCP no
estado. Na investigacéo da expressao da proteina p53 houve associa¢ao significante
com o padrao de invasdo, mostrando um participacao importante nos estagios inicias
da tumorigénese. Porém ndo foi observada associacdo com demais aspectos
clinipatolégicos e histopatolégicos, mostrando que a proteina p53 e sua aplicacéo

como biomarcador n&o foi suportada.

Palavras-chave: Cancer de cabeca e pescoc¢o. Biomarcador. Mortalidade. Cavidade

oral.



ABSTRACT

SPATIAL DISTRIBUTION OF MORTALITY FROM HEAD AND NECK CANCER IN
THE STATE OF ESPIRITO SANTO AND PROGNOSTIC INDICATORS

SANT ANNA, J.G. Spatial distribution of mortality from head and neck cancer in the
State Espirito Santo and prognostic indicators. 2020. 73f. (Master in Biotechnology) -
Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Knowledge about cancer mortality and evolution allows crucial tools for regional cancer
control programs, and studies of molecular biomarkers are essential in the prognosis
of patients with head and neck cancer (CCP). The expression of p53 protein in tumors
may presume an advanced stage or metastasis, leading to a greater relevance of this
biomarker for oral squamous cell carcinoma (CEO). The aim of this study was to
investigate the mortality rate of head and neck cancer in its epidemiological, spatial
and temporal aspects in the state of Espirito Santo, as well as to investigate the
expression of p53 protein in oral squamous cell carcinoma, its relationship with clinical,
pathological, histopathological and its potential use as a prognostic biomarker. Data
were collected from 1998 to 2017, of deaths confirmed by head and neck cancer, with
data obtained by the Department of Informatics of the Unified Health System
(DATASUS, Brazil) in the state of Espirito Santo, as well as cases of squamous cell
carcinoma presentation of a multicenter study from Brazil and the United Kingdom in
the period 2010-2017. This is an ecological exploratory study of mortality rates due to
head and neck cancer, using linear regression analysis, in which the independent
variable was the year of death. The models were adjusted for selected variables, and
rates standardized by state micro-region distributed spatially. The prospective
longitudinal study with histological slides obtained from 95 cases of oral squamous cell
carcinoma with the construction of tissue microarray (TMA) from three distinct regions:
epithelium adjacent to the tumor, dysplasia and tumor, and submitted to
immunohistochemistry to investigate p53 expression . For linear regression analysis,
the average annual percentage (AAPC) of mortality of cases with PCC, used from the
jointpoint software, was used to ascertain the expression of p53 considering the
nuclear marking in keratinocytes through H-Score. The level of significance considered
for all statistical tests was 95%. Chi-square test was used to establish associations
between the clinicopathological variables studied in the expression of the protein. Of

the results obtained, 85% of the mortality from head and neck cancer in the studied



period was in men, with an increase in the trend being observed in all regional health
regions of the State, in addition to the values of the oral cavity sites (APPC 1, 1% per
year), oropharynx (APPC 4.7% per year), and larynx (APPC 2.6% per year). Among
women, the increase was in the central region of the state and in the oral cavity (APPC
6.6% per year). Regarding the expression of p53 in the oral cavity, there was
significance between the expression and the invasion pattern (p = 0.046). Among the
investigation of mortality rates in the state of Espirito Santo in males, we observed
significance in the variables age group from 40 to 59 and 60 years and over, in the
health regions: Central, Metropolitan, North, South and in the topographies of the oral
cavity , oropharynx and larynx. In relation to females, the Central health region and the
topography of the oral cavity showed significance. Rates may be related to distinction
in socioeconomic and sociodemographic aspects. Enabling action strategies to combat
CCP in the state. In the investigation of p53 protein expression, there was a significant
association with the invasion pattern, showing an important participation in the early
stages of tumorigenesis. However, no association was observed with other
clinipathological and histopathological aspects, showing that the p53 protein and its

application as a biomarker was not supported.

Key words: Head and neck cancer. Biomarker.Mortality. Oral Cavity.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE CABECA E PESCOCO

Os estudos epidemioldgicos sobre cancer de cabeca e pescoco (CCP) tém
mostrado que estes tumores ocupam a sétima posicao entre os mais frequente no
mundo, com mais de 600.000 mil novos casos diagnosticados por ano, tornando esta
doenca um relevante problema de saude publica (BRAY et al.,, 2018; GUERRA,
GALLO; MENDONCA, 2005; ROCHA et al., 2017). O CCP é uma classe de tumores
heterogéneos que ocorre nas vias aerodigestivas superiores. Sao incluidos nesta
classificagdo o0s tumores presentes na regido da cavidade oral, faringe, laringe,
cavidade nasal, seios paranasais, tireoide e glandulas salivares (AHMEDIN JEMAL,;
FORMAN, 2011; LOTHAIRE et al., 2006).

A incidéncia de cancer de cabeca e pescoco no ano de 2018 foi maior na
Hungria com 22,7 casos por 100.000 habitantes, enquanto india e Franca
apresentaram 16,8 e 15,3 casos por 100.000 habitantes, respectivamente, figura 1. O
CCP corresponde a cerca de 6,3% de todos os canceres nos Estados Unidos e 15,3%
na China (GLOBOCAN, 2018). No Brasil, estima um total de 17.590 novos casos de
cancer de labio, cavidade oral e laringe em homens e 4.780 em mulheres (INCA,
2018).

ASR (World) per 100 000

. 2107
7.5-10.7
B 5.1-75
3.6-5.1 I ot applicable
<36 No data
Figura 1. Taxas estimadas de incidéncia padronizadas por idade (Mundo) em 2018: labio,
cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, nasofaringe, laringe, ambos os sexos, todas as idades,

Fonte: Globocan, 2018.

O CCP apresenta elevada taxa de mortalidade no mundo (Figura 2), com
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cerca de 300.000 mil ao ano, sendo que no Brasil é a sexta causa de morte por cancer,
mantendo uma sobrevida global inferior a 60 meses na maioria dos casos. O Brasil
apresenta a segunda taxa de mortalidade mais alta da América do Sul, com 5,4 6bitos
por 100 mil habitantes.

ASR (World) per 100 000

25.1
34-5.1
26-34

1.9-2.6 - Not applicable
<19 No data

Figura 2. Taxas estimadas de mortalidade padronizadas por idade (Mundo) em 2018: labio,
cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, nasofaringe, laringe, ambos os sexos, todas as idades,
Fonte: Globocan, 2018.

De acordo com Bray e colaboradores (2018) as taxas de mortalidade
mundias variam regionalmente, com mudanc¢as que ocorrem, principalmente, por
caracteristicas socioecondmicas, habitos de vida, fatores ambientais de vida, raca,
educacao preventiva e qualidade da assisténcia de saude. Além disso, sdo altamente
dependentes dos fatores etiolégicos envolvidos e também podem variar de acordo
com o sitio anatdmico acometido (DOBROSSY, 2005). No Brasil, as maiores taxas de
mortalidade sdo observadas na populagcéo das regifes sudeste e sul, podendo estar
associadas a fatores de risco especificos, que também estdo presentes nas
populacdes da Argentina e do Uruguai, como alta exposicéo ao tabagismo e etilismo,
além de alto consumo de carne vermelha (WUNSCH, 2004).

O CCP é uma doenca que apresenta crescente incidéncia, sendo seu
prognéstico reflexo do diagndstico tardio, com predominio de casos que apresentam
tumores avancados ao diagnodstico, com altas taxas de recidiva e pior sobrevida
(GUERRA; GALLO; MENDONCA, 2005; SOARES et al., 2015; THOMSON, 2018).
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Assim, estudos epidemioldgicos, os quais tem como foco central
identificar a distribuicdo e as caracteristicas determinantes da frequéncia de
diferentes doencas, gerando dados que podem ser transformados em
indicadores de salde, proporcionando analises de contexto, semelhancas
entre populacbes e avaliacdo de mudancas ao longo do tempo, sdo de
fundamental importancia em oncologia (ANDRADE, 1995; RAMOS et al.,
2016). Esses estudos produzem informacfes sobre doencas, 6bitos ou outros
agravos de risco a saude, utilizando de diversas tecnologias e ferramentas.
Uma destas ferramentas € geoprocessamento que tem como finalidade apoiar
a producdo de conhecimento e foi utilizado neste estudo para auxiliar na

elaboracdo de estratégias de acao e intervencado saude (BARRETO, 2002).

1.2 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABECA E PESCOCO

1.2.1 Aspectos Clinicopatoldgicos

Dentre as neoplasias malignas da regido de cabeca e pescoco, o principal
tipo histologico € o carcinoma epidermoide, representando mais de 90% de todos os
tumores (GOUVEA et al., 2010; MASSANO et al., 2006). Caracterizado por ilhas e
corddes invasivos de células epiteliais pleomérficas e anaplasicas com habilidade
variavel de ceratinizacdo, o carcinoma epidermoide € uma neoplasia maligna

originada das células da camada espinhosa do epitélio estratificado.

A agressividade dessa neoplasia esta relacionada a varios fatores, dentre
eles a idade, o estado geral de saude do paciente e a exposi¢ao aos fatores de risco
tabaco e alcool. Adicionalmente, quanto maior o intervalo de tempo entre 0s primeiros
sinais e sintomas e o diagndéstico, maiores serdo 0s prejuizos para o individuo, que
além de ter suas chances de cura reduzidas, precisara muitas vezes ser submetido a
terapia multimodal que reduzem a qualidade de vida e trazem sequelas definitivas
para seu bem-estar fisico, mental e social. Além disso, o diagnostico tardio aumenta
as taxas de recidiva e reduz a sobrevida (LINDEMANN et al., 2018).

Considerando os sitios anatdmicos da regido da cabeca e pescoco, a

cavidade bucal € o sitio mais frequentemente acometido pelo carcinoma epidermoide
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oral (CEO). Esta neoplasia é comumente encontrada tanto em paises em

subdesenvolvimento como em paises desenvolvidos.

Em 2018 foram estimados mais de 177 mil 6bitos por cancer de boca no
mundo, sendo 119,6 mil entre homens e 58,6 mil entre as mulheres. No Brasil, foram
estimados 14.700 novos casos de cancer de boca para cada ano do biénio 2018-2019
sendo, 11.200 casos em homens e 3.500 em mulheres. Foram consideradas nesta
estimativa as neoplasias malignas com localiza¢&@o primaria nos labios, cavidade oral,
glandulas salivares e orofaringe (C00-C10), segundo a CID 10 (BRAY et al., 2018;
INCA, 2018).

O CEO ¢ 5,2% mais frequente no sexo masculino. O estado do Espirito
Santo apresenta a maior incidéncia desses tumores no pais (14,58), conforme pode
ser observado na figura 3 (BRAY et al., 2018; INCA, 2018).

Homens Mulheres

11,29-14,58 . 3,04-4,01

899-11,28 2,73-3,03
5,62-898 2,37-2,12

2,75-5,61 1,59-2,36

Figura 3. Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil homens,
estimadas para o ano de 2018, segundo Unidade da Federacdo (neoplasia maligna da
cavidade oral), Fonte: INCA, 2018.

O tratamento de primeira escolha para o CEO é a resseccédo cirurgica,
podendo ser acompanhada de terapia adjuvante radioquimioterapica pds-operatoria.
O tratamento cirdrgico associado a radioterapia ou quimioterapia adjuvante sao
necessarios em casos mais avancados e pode contribuir para obtencéo de melhores

taxas de sobrevida. O éxito da terapia em pacientes com cancer oral depende da
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intervencao de uma equipe multidisciplinar para potencializar o controle oncolégico e
diminuir os efeitos adversos do tratamento (MONTERO; PATEL, 2015).

1.2.2 Fatores de Risco

O CEO é uma neoplasia de origem multifatorial. O uso do tabaco e o
consumo excessivo de alcool sdo os fatores de risco mais importantes (CARDOSO et
al., 2005; HOMANN et al., 1997; MONTERO; PATEL, 2015; NABULSI et al., 1993).

Ha muitas evidéncias de risco aumentado pela acdo de compostos
genotodxicos gerados pelo uso continuo de alcool e tabaco (APPLEBAUM et al., 2007,
HEALY et al., 2014). A combustao do tabaco gera muitas substancias carcinogénicas,
especialmente hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e nitrosaminas (MONTERO;
PATEL, 2015), capazes de produzir adutos de DNA, que interferem nos mecanismos
de replicacdo (JOHNSON; D, 1991).

O élcool, por sua vez, aumenta a permeabilidade da mucosa oral facilitando
a penetracdo de agentes quimicos, incluindo aqueles provenientes do tabaco,
favorecendo a ocorréncia de mutagcdes no DNA das células da mucosa de
revestimento (MASHBERG et al.,, 1993; NUNES, 2006; PIRES et al.,, 2008).
Adicionalmente, estudos ja mostraram os efeitos do etanol e do acetaldeido, um dos
metabdlitos gerados pela conversdo do etanol, sobre as células da mucosa oral, as
quais sofreram altera¢Bes estruturais e funcionais no DNA, como a interrupcédo na
sintese e nos mecanismos de reparo do DNA (MONTERO; PATEL, 2015). Por este
motivo, o uso concomitante do tabaco e do alcool, excede a soma do risco individual
(HASHIBE et al., 2009). Assim, o uso do tabaco independente pode ser responsavel
por um aumento de duas a trés vezes no risco de desenvolvimento deste
cancer.Todavia, o risco de cancer de cavidade oral aumenta em mais de 15 vezes

quando o uso do tabaco € combinado ao consumo do alcool (DOBROSSY, 2005).

Outros fatores também podem estar associados ao maior risco de
desenvolver estes tumores, e dentre eles podemos citar a exposicdo a agentes
carcinogénicos como radiacdo e compostos quimicos presentes nos alimentos. O

envelhecimento e o estado de saude geral do individuos também podem influenciar
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no risco aumentado para o desenvolvimento desta condicdo, favorecendo a
ocorréncia de mutacbes em genes relacionados ao controle de proliferacdo e
diferenciacao celular (HEALY et al., 2014).

1.2.3 Novo Sistema TNM de Classificacdo dos Tumores Malignos

Para o diagnéstico das neoplasias malignas séo necessérios basicamente
os procedimentos de caracterizagao histopatoldgica do tumor e a classificacdo clinica
gue permite analisar o grau de disseminacao da neoplasia maligna. Em dezembro de
2017 a Uniao Internacional Contra o Cancer (UICC) publicou o novo Sistema TNM de
Classificacdo dos Tumores malignos, além dos parametros ja conhecidos de tamanho
do tumor (T), comprometimento linfonodal (N) e metastase a distancia (M), foram
inseridos outros indicadores de prognadstico. Para os tumores da cavidade oral foram
acrescentados na classificacdo a medida da profundidade de invasdo tumoral e a
avaliacdo da presenca de extravasamento extranodal. Essa classificagdo é utilizada
internacionalmente e, além de ser determinante para a tomada de decisao terapéutica,
também tem importante valor progndéstico. Assim, 0s avancos no conhecimento de
novos biomarcadores em CEO podem trazer contribuicdo importante para o
diagndstico, possibilitando a estratificacdo de pacientes para um tratamento mais
individualizado e também contribuindo para informagBes sobre o progndstico
(POLLAERS et al., 2018; RIVERA; VENEGAS, 2014).

1.2.4TP53

Os avanc¢os no conhecimento dos processos moleculares envolvidos na
génese e progressao do cancer de cabeca e pescoco tém sido importantes para o
estabelecimento de novos marcadores moleculares de progndstico e de estratificacdo
de pacientes, o que auxilia na escolha de terapias um pouco mais individualizadas
(RUIZ et al., 2006).

Dentre os candidatos a biomarcadores esta o gene TP53, envolvido na
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génese de muitos tumores, incluindo o CCP (ZILFOU; LOWE, 2009). O TP53 € um
gene supressor tumoral, localizado no braco curto do cromossomo 17 e responsavel
por codificar a proteina p53. Esse gene € pertencente a uma pequena familia com
mais dois membros, TP63 e TP73. A p53 é uma fosfoproteina com 393 aminoéacidos,
cuja funcdo € transmitir sinais com caracteristicas antiproliferativas em diversas
respostas celulares (JOERGER; FERSHT, 2007; OGDEN et al., 1992; VOUSDEN; LU,
2002).

A proteina p53, em sua forma selvagem, sinaliza o bloqueio do ciclo celular
nos pontos de verificacdo G1 /S e G2 / M, em repostas a danos causados no DNA.
Além disso, regula processos intracelulares, como resultado de interac6es com outras
proteinas encontradas dentro da célula, associados a senescéncia e apoptose. Estes
mecanismos sédo capazes de modular a prépria acao de p53, assim como sua ativacao
bioldgica, promovendo multiplas interagdes para controlar o crescimento das células
neoplasicas (LUO et al., 2000; OREN, 2003; SZNARKOWSKA; OLSZEWSKI;
ZAWACKA-PANKAU, 2010).

A proteina p53 também esta envolvida em outros processos
extracelulares, entre eles, a inibicdo da angiogénese. Em homeostase, quando a
célula estd em GO, p53 € mantida em niveis baixos; durante o ciclo celular, quando
estd ativa, o nivel de p53 é controlado por inibidor especifico, a proteina MDM2
(PEKOVA et al., 2011; SZNARKOWSKA; OLSZEWSKI; ZAWACKA-PANKAU, 2010)

Mutacbes no gene TP53 associadas a tumorigénese sao
predominantemente pontuais e resultam em substituices Unicas de aminoacidos,
levando a inativacdo proteica. A proteina p53 mutada é frequentemente mais estavel
que a p53 selvagem e esta presente em niveis altos na célula tumoral. Tumores que
abrigam mutacdes em TP53 também mostram perda de heterozigose, eliminando
efetivamente o alelo do tipo selvagem. A inativacao da fungéo de p53 selvagem e sua

substituicdo pela forma mutante, permitindo alguma vantagem seletiva durante a

progressdo tumoral (VOUSDEN; LU, 2002). Modificagcbes na estrutura de p53
possibilitam a geracao de células com a maior capacidade de proliferacéo e, portanto,
maior chance de transformacéo maligna (figura 4). Clinicamente, mutacdes em TP53

estdo significativamente associadas a tempo de sobrevida e resisténcia tumoral a
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radioterapia e quimioterapia em pacientes com CEO (MANTOVANI; COLLAVIN; DEL
SAL, 2019).

DANO DO DNA
HIPOXIA
CARCINOGENOS ‘ DEGRADACAO
ESTRESSE Cps3 @
. P53
. P53
~ P53
INIBICRO | INIBICAO DA
PARADA DO DE
AUTOFAGIA
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n | \
l A PORTOSE ISENESCENCIA ‘ INIBICAO DE
| GENES PRO
l APOPTOTICOS
SUPRESSAO DE |
TUMOR

Figura 4. A p53 intervém na resposta a varios sinais de estresse celular, muitos dos quais
sdo encontrados durante o desenvolvimento e a progressao tumoral. Esses sinais induzem a
estabilidade de p53, 0 que leva a um aumento nos niveis intracelulares desta proteina. A forma
mutante, através da ligacdo ndo ciclica estavel, estabiliza-se e impede a degradacgéo
proteassomal, estimulando suas propriedades negativas dominantes e facilitando a

transformac&o maligna. Fonte:Préprio autor.

A presenca de mutacdes no gene TP53 de queratinécitos da mucosa oral

com alteragbes pré-cancerosas indicam um risco maior de transformacdo maligna,
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engquanto a alta expressao de p53 mutante no nucleo celular, associa-se a um risco
aumentado de progressdo da doenca. Se detectada nas camadas suprabasais do
epitélio de revestimento de lesGes pré-cancerosas, esta proteina pode predizer
transformacao maligna melhor do que quando comparada a avaliacao histolégica do
grau de displasia. Dessa forma, mutacfes no gene TP53 provavelmente estdo
implicadas na carcinogénese do CEO, porém sua importancia na determinacdo do
progndstico ainda ndo esta bem esclarecida (SWIATKOWSKI et al., 2018).

Existe grande conhecimento e utilizacdo atual em mapeamento geografico e de
biomarcadores utilizados em prognéstico de cancer, porém ndo ha estudos que
utilizam da técnica de distribuicdo espacial para o cancer de cabeca e pescoc¢o no
estado do Espirito Santo, ou até mesmo de biomarcadores direcionados ao carcinoma
epiderméide oral. Este estudo visa obter possiveis relacdes com intuito de contribuir
com ac0des que direcionam politicas publicas de saude em estratégias, que contribuam
com diagnadstico precoce nas regides no estado do Espirito Santo, além de somar em
pesquisas que comprovem a inclusdo de biomarcadores de progndsticos na rotina
clinica, a fim de promover terapias individualizadas, propiciando melhor qualidade de

vida aos pacientes portadores de carcinoma epidermoide oral.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a taxa de mortalidade do cancer de cabeca e pescogo em seus
aspectos epidemioldgicos, espacial e temporal no estado do Espirito Santo bem como
correlacionar a expressdo da proteina p53 e dados clinicopatolégicos e
histopatolégicos em carcinoma epidermoide oral averiguando a sua aplicacdo como

potencial biomarcador de progndstico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Estimar as taxas padronizadas de mortalidade por CCP nos municipios do
estado do Espirito Santo no periodo de 1998 a 2017,

e Realizar a distribuicdo espacial dos 6bitos por CCP nos municipios e regifes

de saude do estado do Espirito Santo;
e Investigar a expressao da proteina p53 em CEO;
e Correlacionar as caracteristicas clinicopatoldgicas e histopatoldgicas do CEO;

e Averiguar a aplicacao da proteina p53 como biomarcador de progndstico em
CEO.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo foi estruturado em duas partes. A primeira € um estudo
ecologico, onde foram analisados dados de agregados populacionais (MEDRONHO,
2008). A segunda parte € uma analise longitudinal prospectiva para identificacdo de
biomarcador de prognéstico.

No estudo ecologico foram utilizados dados secundéarios obtidos do
DATASUS e disponiveis para acesso publico. O dados obtidos para o estudo
longitudinal foram obtidos do Estudo do Cancer de Cabecae Pesco¢co na América do
Sul (InterCHANGE), aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro Integrado
de Atencéo a Saude, Vitéria — ES (numero 318/2011) e pelo National Research Ethics
Service (NRES) Committee West Midlands — Coventry & Warwickshire (namero
10/H1210/9). Todos os preceitos éticos conforme resolucéo 466 de dezembro de 2012
do Conselho Nacional de Saude foram respeitados.

3.1.1 Estudo Ecoldgico

No estudo ecolégico foram utlizados dados dos ébitos por caAncer de cabeca
e pescoco (C00-C14, C32) ocorridos em residentes do estado do Espirito Santo, entre
0s anos de 1998 e 2017.
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3.1.1.1 Fonte dos dados

As informacdes sobre os 6bitos, registrados no Sistema de Informacéo de
Mortalidade (SIM), e os dados populacionais, estimados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), estao disponibilizados publicamente e foram extraidos
do Departamento de Informéatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS)

(http://datasus.saude.gov.br/informacoes-de-saude/tabnet) em 14 de Junho de 2019.

3.1.1.2 Local de estudo

A pesquisa foi desenvolvida no estado do Espirito Santo, localizado na
Regido Sudeste do Brasil. O Estado tem uma area de 46.074,444 km? de extenséo, e
€ constituido por 78 municipios, com populacao estimada de 3.972.388 habitantes em
2018. O Espirito Santo esta organizado em quatro regionais de saude: Norte, Central,

Metropolitana e Sul (IBGE, 2018). https://cidades.ibge.gov.br/brasil/es/panorama.

3.1.1.3 Analise descritiva, taxas especificas e padronizadas de mortalidade

Foram descritos os numeros absolutos (N) e relativos (%) dos 6bitos. Foram
calculadas as taxas padronizadas de mortalidade pelo método direto. As taxas
especificas foram feitos por sexo e calculadas pela razédo entre o numero de ébitos e
pela populacdo de risco, multiplicado por 10 como mostra a formula abaixo. A
padronizacdo é uma técnica utilizada para comparar as taxas de localidades ou
periodos que apresentem estruturas etarias diferentes (GORDIS, 2009). Para a
padronizacao, utilizou-se, como populacdo padrdo, a populacdo mundial de Segi
revisada por Doll e Smith (SEGI, 1960; DOLL, PAYNE, WATERHOUSE, 1966).

Taxa de mortalidade = NUmero de 6bitos no periodo X 100.000
Populacéo do periodo
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Para os célculos das taxas de mortalidade especificas por sexo e padronizadas,

foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2007.

As taxas de mortalidade foram calculadas por sexo, segundo faixa etaria
(40 a 59 anos; 60 anos e mais), Regides de Saude (Central, Metropolitana, Norte e
Sul), Topografia (Cavidade Oral [C00-06], Orofaringe [C09-10], Hipofaringe [C12-13],
Laringe [C32] e Mal definidas [C14]. Também foram calculadas as taxas padronizadas
por sexo segundo municipios de residéncia (78 municipios) e periodos da ocorréncia
dos 6bitos (1998-2007, 2008-2017).

3.1.1.4 Analise de tendéncia das taxas padronizadas

Para a analise de tendéncia, a varidvel dependente foi a taxa de
mortalidade e a variavel independente foi o0 ano do 6bito. A tendéncia foi estimada
pela variagdo percentual anual média (AAPC, da sigla em inglés average annual
percent change). O AAPC é a média dos melhores pontos de ajuste (“joinpoints”).
Estes representam 0s momentos em que a taxa muda significativamente (aumento ou
diminuicao). No modelo final, cada ponto de juncao (se houver) informa uma mudanca

estatisticamente significativa na tendéncia (KIM et al., 2000).

A percentagem anual de alteracfes é testada para determinar se é diferente
da hip6tese nula que a variacdo percentual anual é 0%. Assim, o AAPC é uma
regressao resultante da média ponderada e foi utilizada para descrever as tendéncias
(KIM et al., 2000). Estas analises foram realizadas no software Jointpoint, versdo
4.7.0.0 (Surveillance Research, National Cancer Institute, USA), disponibilizado pelo
Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos, com acesso gratuito

(http://surveillance.cancer.gov/joinpoint/).

3.1.1.5 Distribuicéo espacial das taxas padronizadas

A analise espacial permite visualizagdo de ocorréncias de saude e/ou

ambientais, a partir da confeccdo de mapas simples. O estudo exploratorio por sua
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vez, € usado para representar distribuicdes geograficas, levantando hipoteses entre
as variaveis apresentadas (MEDRONHO, 2008).

Para a distribuicdo espacial foram calculadas as taxas de mortalidade
padronizadas dos municipios do estado do Espirito Santo, segundo sexo e periodo
(1998-2007 e 2008-2017). Estes resultados foram distribuidos espacialmente. As
malhas digitais, foram adquiridas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) em arquivo compativel com o software ®QGIS 3.6.1., disponivel
em<https://www.qgis.org/pt_BR/site/forusers/download.html|>.

3.1.2 Estudo longitudinal prospectivo para analise de biomarcador de progndéstico

3.1.2.1 Casuistica

Os dados e amostras bioldgicas utilizados neste estudo foram coletados no
periodo de 2010 a 2017 e s&o provenientes de 95 pacientes de ambos 0s sexos, com
idades entre 32 a 98 anos com diagndstico confirmado de CEO, atendidos nos
Servicos de Cirurgia de Cabeca e Pescoco dos Hospitais Cassiano Antdnio de Moraes
(HUCAM) da Universidade Federal do Espirito Santo e Hospital Santa Rita de Cassia
(HSRC) no Brasil, e na University Hospitals Coventry and Warwickshire NHS Trust,

localizada no Reino Unido.

Os critérios de inclusdo foram casos que possuiam blocos e laminas com
tecido integro disponivel, com no minimo 75% de area total ocupada por tumor do tipo
histoldgico carcinoma epiderméide e confirmados por microscopia (CID Morfoldgico
M8070, M8071, M8072, M8076, M8051 e M8083) e CID topogréfico correspondente
a cavidade oral (C00.3-C00.9; C01-CO06), de acordo com a Classificagcéo Internacional
de Doencas para Oncologia, 32 edicdo (CID-O-3) (Fritz 2000). Foram excluidos os
casos que nao realizaram seguimento clinico minimo de 02 anos e, aqueles

submetidos a tratamentos pregressos.

As informagbes sobre sexo, idade, habitos de vida (consumo de alcool e

tabaco) foram obtidas por meio de entrevistas estruturadas (ANEXO D,E,F) realizado


http://www.qgis.org/pt_BR/site/forusers/download.html
http://www.qgis.org/pt_BR/site/forusers/download.html

31

pelo estudo INTECHANGE. Os dados clinicopatolégicos foram extraidos dos
prontuarios e durante a consulta clinica e consistiram de sitio anatémico do tumor,
estadiamento clinico com as informac¢des sobre tamanho do tumor primario (T),
comprometimento linfonodal (N) e metastase a distancia (M), de acordo com o sistema
de classificacdo TNM, 82 edicdo UICC.

O seguimento dos casos foi realizado pela equipe médica e de pesquisa,
por um periodo no minimo dois anos e maximo de cinco anos, tendo ocorrido em 4
etapas. O primeiro seguimento foi realizado entre 6 a 18 meses ap0s 0 primeiro
diagnéstico, o segundo seguimento de 6 a 12 meses do primeiro seguimento, e 0s

demais seguimentos em 30 e 60 meses do diagndstico clinico.

3.1.2.2 Analise histopatologica

Fragmentos de tecidos tumorais provenientes de biopsia para diagnostico

ou resseccao cirargica foram fixados em formalina, emblocados em parafina e corados

pelo método de hematoxilina-eosina (HE). As laminas obtidas foram analisadas e
classificadas de acordo com os critérios da Organizacao Mundial da Saude (BARNES
et al., 2005).

Adicionalmente foram avaliados os critérios histopatolégicos de invasao
perineural, linfatica e sanguinea; padrdo de invasdo tumoral e infiltrado linfocitario
tumoral (TIL), ambos utilizando laminas coradas em HE. Seguindo os critérios
estabelecidos pelo The Royal College of Pathologists (HIRSCHOWITZ et al., 2010),
invasdo perineural, linfatica e vascular foram consideradas presentes quando as
células tumorais puderam ser identificadas no espaco perineural, linfatico e vascular,

respectivamente.

A classificagéo do padrao de invasao tumoral foi realizada analisando-se a
infiltracdo das células tumorais no tecido circunjacente. A avaliagdo do fronte de
invasdo tumoral seguiu os critérios estabelecidos por Bryne et al. (1992), sendo assim
categorizadas em: padrao |, compressivo com bordas infiltrantes bem delineadas;

padrao Il, margens de progressao tumoral infiltrando como corddes sélidos ou faixas;
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padrao lll, tumor cujas margens infiltrativas contém grupos pequenos ou corddes de
células; e padrao 1V, onde o fronte de invasdo mostrou marcante dissociacao celular

em peguenos grupos ou células isoladas.

O TIL foi classificado seguindo os critérios estabelecidos por (MARSH et
al., 2011): alto, moderado e baixo. Foi avaliado como alto quando difuso, com
presenca do infiltrado em mais de 80% do tumor/estroma; moderado, quando
desigual, e presente entre 10-80% do tumor/estroma; e baixo, quando fraco ou

ausente, presente em menos que 20% do tumor/estroma.

3.1.2.3 Construcédo do microarranjo tecidual

O Mircroarranjo tecidual (TMA, Tissue Microarray) foi construido a partir de
fragmentos representativos das amostras tumorais embebidas em parafina. Laminas
coradas em HE, digitalizadas na plataforma Pannoramic digital slide scanner
(3DHISTECH®, Budapeste, Hungria). Apés obtencdo das imagens, estas foram
analisadas na plataforma de avaliacdo de imagens Pannoramic Viewer software
(versdo 1.15 3DHISTCH®, Budapeste, Hungria). Areas correspondentes a tumor,
displasia e epitélio adjacente ao tumor foram identificadas e as 3 areas melhor
representativas de cada regido e marcada usando a ferramenta TMA maker do

Pannoramic Viewer software.

Apds esse processo de avaliacdo, os blocos doadores, equivalentes as
laminas anteriormente selecionadas, foram digitalizados no equipamento TMA Master
Il (3DHISTECH®, Budapeste, Hungria), permitindo equiparar as imagens das laminas
selecionadas para confeccdo do TMA com as imagens obtidas dos blocos. Apos
alinhamento das imagens, 3 fragmentos de 0,6mm de cada regido foram adquiridos
dos blocos doadores e inseridos de forma automatizada em espacgos pré-definidos em
uma matriz construida de um novo bloco vazio, chamado bloco receptor. A técnica foi
realizada no The Nottingham Health Science Biobank, localizado no Reino Unido, e
validada em estudo posteriores (MONTEIRO et al., 2010; PETERS et al., 2004).

Apés construcdo do bloco receptor, cortes histolégicos de 3um de
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espessura foram seccionados em um microtomo e dispostos em lamina polarizada

(StarFrost® Advanced Polycat, Braunschweig, Alemanha).Essa
3.1.2.4 Imuno-histoquimica

As seccdes provenientes dos TMA construidos foram preparadas para a
técnica de imuno-histoquimica. Primeiramente, foi realizada a desparafinizacao das
amostras e posteriormente efetuou-se a recuperacao antigénica com o uso da solucéo
de recuperacdo antigénica EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH
(Dako), em uma proporc¢éo de 1:50 em agua destilada a 97°C por 20 minutos. Apos esta
etapa, as laminas contendo os cortes tumorais foram resfriadas em temperatura
ambiente e lavadas com EnVision™ FLEX Wash Buffer Dako, durante 5 minutos. Apos
a desparafinizacdo e rehidratacdo, deu-se prosseguimento a imunomarcacao,
utilizando sistema automatizado para imuno-histoquimica no equipamento Autostainer
link 48 (Dako). Os reagentes foram pipetados automaticamente e incubados em
Envision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), por 5 minutos, e
posteriormente incubados com o anticorpo primario anti-p53 (DO-7,Ventana) diluicdo
pronta para uso. O reagente aplicado para a revelacdo da reacdo de imuno-
histoquimica e a contra-coloragdo com hematoxilina de Harrys (HHS80, 28 Sigma-
Aldrich®) foi o EnVision FLEX substrate Working Solution, contendo DAB EnVision
FLEX + Chromogen. Concluido o procedimento de coloracdo, as laminas foram
finalizadas com solucéo de resina ndo aquosa (Entelan® - Merck Millipore) e cobertas
por laminulas. Para o controle positivo da reacdo foram utilizados fragmentos de
adenocarcinoma mamaéario. O controle negativo foi obtido pela omissdo do anticorpo

primario anti-p53, o qual foi substituido por TBS com Triton.

3.1.2.5 Analise da expressao de p53

Para avaliar a expressédo de p53 considerou-se a marcagédo nuclear em
gueratindcitos utilizando o método H-score (PICKHARD et al., 2014). Este método
consiste em uma analise semi-quantitativa obtida pelo produto da intensidade da

coloracdo com uma escala de 0 a 3 (onde O representa auséncia de marcacao; 1,
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representa marcacao de fraca intensidade; 2, marcacao de intensidade moderada e
3, marcacao de intensidade forte), pelo percentual de células marcadas em cada nivel
de intensidade (0 a 100%). A categorizacdo em alta e baixa expressao da proteina
p53 foi determinada com base na mediana obtida pelo calculo do H-score.

3.2 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica dos dados foi realizada no software estatistico SPSS®
v.20 (Chicago, IL, EUA). Os testes de Qui Quadrado, quando aplicavel, foi utilizado
para avaliar as categéricas clinicopatoldgicas e histopatoldgica e a expressdo da
proteina p53. Para a progressao tumoral foi feito o teste de normalidade das amostras,
o teste de Shapiro-Wilk indicou uma distribuicdo ndo normal dos dados numéricos e
o teste de Friedman foi aplicado. Método de Kaplan-Meier foi utilizado para analise de
sobrevida. As andlises descritivas dos dados foram expressas em intervalo de

confiancga (IC). Foi considerado significativa valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO ECOLOGICO

No periodo de 1998 e 2017, no estado do Espirito Santo foram regsitrados
4.222 Obitos por cancer de cabeca e pescoco. Destes, 3579 (85%) ocorreram no do
sexo masculino. Quanto a faixa etaria, a maioria dos 6bitos ocorreram em individuos
de 60 anos e mais, sendo 51,6% em homens e 68,9% em mulheres. A taxa de
mortalidade em homens foi de 29,82/100.000 em 1998 e 43,27/100.000 em 2017, com
incremento significativo de 2,3% a.a. [ao ano]. Em mulheres, a taxa de mortalidade foi
de 5,61/100.000 em 1998 e 5,69/100.000 em 2017. figura 5. Quanto a faixa etaria, o
aumento foi significativo em homens de 40 a 59 anos (AAPC 2,0% a.a. [ao ano]), e 60

anos e mais (AAPC 1,7% a.a.). Dados detalhados podem ser observados na tabela 1.
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Figura 5. Taxas padronizados de mortalidade por faixa etéria, ambos os sexos, Espirito Santo,
periodo 1998-2017.

Ao analisar as regionais de saude, observou-se aumento da mortalidade
em homens residentes nas quatro regides apresentadas, com maiores taxas na regiao
Central (AAPC 4,2% a.a.) seguidos da regiao Norte (AAPC 3,7% a.a.), as menores
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taxas foram verificadas no Sul (AAPC 2,3% a.a.) e regidao Metropolitana (AAPC 1,1%
a.a.), representadas na figura 6. Dentre as mulheres houve aumento na regiao Central

(AAPC 6,6% a.a.), conforme tabela 1 e figuras 7.
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Figura 6. Taxas padronizados de mortalidade por regional, sexo masculino, Espirito
Santo, periodo 1998-2017.
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Figura 7. Taxas padronizados de mortalidade por regional, sexo feminino, Espirito Santo,
periodo 1998-2017.

Em relacdo as topografias, em homens, a orofaringe (APPC 4,7% a.a),
laringe (APPC 2,6% a.a.) e cavidade oral (APPS 1,1% a.a.) apresentaram tendéncia
de aumento da mortalidade como mostrado na figura 8, em mulheres, este aumento

foi significativo para cavidade oral (APPC 2,9% a.a), representados com detalhes na
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figura 9.
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Figura 8. Taxas padronizados de mortalidade masculina por sitio anatémico, Espirito Santo,
periodo 1998-2017.
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Figura 9 .Taxas padronizados de mortalidade feminina, por sitio anatdbmico no Espirito
Santo, periodo 1998-2017.



Tabela 1.Tendéncia das taxas de mortalidade por cancer de cabeca e pescogo no periodo de 1998 a 2017 no estado do Espirito Santo.

Masculino Feminino
Tendéncia Tendéncia
Variaveis N (%) Taxa (IC95%) N % Taxa (IC95%)
1998 2017 1998 2017
Faixa etaria
40 a 59 anos 1733 48,4 48,96 58,24 2,0%(1,1;2,9) 200 31,1 3,19 2,25 -0,6(-1,8;0,6)
60 anos e mais 1846 51,6 41,88 73,80 1,7%(0,1;3,3) 443 68,9 10,56 14,05 *1,0(-2,0;4,1)
Regides de Saude
Central 550 15,4 13,30 44,28 4,2*%(1,8;6,6) 107 16,6 1,34 4,63 6,6%(3,8;9,5)
Metropolitana 2134 59,6 37,94 44,54 1,0%(0,0;2,0) 361 56,1 6,28 6,76 0,2(-4,0;4,6)
Norte 320 8,9 17,90 47,37 3,7%(2,1;5,3) 69 10,7 8,22 1,94 4,4(-3,2;12,7)
Sul 574 16 30,90 36,43 2,3%(0,1;4,6) 106 16,5 6,04 571 -0,5(-5,0;4,1)
Topografia
Cavidade Oral 1064 29,7 11,94 14,26 1,1%(0,3;2,0) 286 445 1,75 2,48 2,9%(1,4;4,4)
Orofaringe 580 16,2 3,90 8,77 4,7* (1,6;7,9) 104 16,2 1,12 0,96 1,7(-11,5;16,9)
Hipofaringe 266 7,4 1,24 1,56 -0,3 (-3,6;3,0) 35 54 0,21 0,36 -1,5(-6,9;4,2)
Laringe 342 9,6 10,70 15,46 2,6%(1,8;3,4) 55 8,6 2,00 1,66 -0,1(-2,1;2,0)
Mal definidas 1327 37,1 2,04 3,23 -0,4 (-3,9;3,1) 163 25,3 0,53 0,23 -7,2(-9,4;-5,0)
Total 3579 100 29,82 43,27 2,3*(0,6;4,0) 643 100 5,61 5,69 0,9 (-0,2;2,0)

*AAPC é estatisticamente diferente de 0 (valor de p<0,05).

40
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A maior taxa de mortalidade observada no periodo de 1998-2007 entre
homens foi 28,3 6bitos por 100.000 habitantes no municipio de Afonso Claudio e a
menor taxa do mesmo periodo foi em Brejetuba com 2,62 Obitos por 100.000
habitantes, ambas situadas na regido Metropolitana. Em relacdo ao periodo que
compreende 2008-2017, verificou-se maior taxa em Afonso claudio (30 Obitos por
100.000 habitantes), localizada da regido Metropolitana de saude e a menor taxa foi
no municipio de lrupi com 1,5 obitos por habitantes, situada na regido Sul do estado.
No geral, municipios localizados na regido Central apresentaram as maiores taxas nos

periodos analisados (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo de taxas padronizados de mortalidade do sexo masculino, por 100 mil
habitantes, por cancer de CCP no estado Espirito Santo.

Em relacdo ao sexo feminino, foi representada as maiores taxas nos
municipios de Guagui com 0,51 ébitos por 100.000 habitantes, e a maior taxa em
Alegre com 5,7 6bitos por 100.000, habitantes no periodo de 1998-200, ambos
municipios situados na regido Sul de saude. Dentre o periodo de 2008-2017 foi
observado menor taxa no municipio de Barra de sédo Francisco, com 0,2 ébitos por
100.000 habitantes e com maior taxa em Boa Esperanca com 6,3 6bitos por 100.000
habitantes, ambos municipos localizados na regido Norte de saude do estado. Além
disso, no geral, ndo houve uma concentracdo das taxas de mortalidade em uma

determinada regido de saude (Figura 11).



40

1998-2007 2008-2017

[ um_Macrorregian
0.0-02
02-10
10-17

Norte

Central <+—— = : ; £ é
M 25-63
Metropolitana
Sul « ' *?
% bl S0 100 1% 200 kem

Figura 11. Distribuicdo de taxas padronizados de mortalidade do sexo feminino, por 100 mil
habitantes, por cancer de CCP no estado do Espirito Santo.

4.2 ANALISE DE p53 COMO BIOMARCADOR DE PROGNOSTICO EM CEO

Dos 95 casos de CEO selecionados para analise da expressao da proteina
p53, houve predominio de individuos do sexo masculino (77,9%) com idade média de
60,1 anos (Minimo: 32 anos; Maximo: 98 anos), sendo que 52,6% da populagéo tinha
menos de 60 anos de idade. Nao houve significancia estatistica entre a expressao da

proteina p53 e as variaveis género e idade (tabela 2).

Em relacéo aos habitos de vida, dos individuos que relataram ter habito de
fumar e consumir bebidas alcéolicas, 83,7% e 88,7%, respectivamente, eram homens.
Dos pacientes entrevistados, 53,7% mencionaram fazer uso de bebidas alcodlicas e

fumarem simultaneamente.

Dentre as amostras analisadas em nosso estudo, a lingua foi o sitio
anatdbmico mais acometido (73,7%), seguido do assoalho bucal (9,5%). Quanto ao
estadiamento clinico utilizando o sistema TNM, observou-se predominio dos
tamanhos T1/T2 (55,3%). Comprometimento linfonodal foi observado em 49,5% dos
casos. Portanto, em nosso estudo houve predominio de doenga avancada (61,4%)
com estédios lll e IV. N&o foi observada diferenca significante entre as variaveis sitio

anatomico, tamanho do tumor, metastase linfonodal e estadiamento clinico quanto
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associadas com a expressao da proteina p53 (Tabela 2).

Tabela 2. Associacdo entre as caracteristicas clinicopatoldgicas e a expressao de p53 em carcinoma
epidermoide.

Expresséao de p53

Variaveis Baixa Alta p
n % N %
Género
Masculino 41 43,1 33 34,7
. 0,217
Feminino 8 8,4 13 13,6
Idade (anos)
< 60 anos 25 26,3 25 26,3
0,838
> 60 anos 24 25,2 21 22,1
Tabagismo
Sim 21 28,7 22 30,1
~ 1,000
Nao 14 19,1 16 21,9
Etilismo
Sim 21 33,3 23 36,5
~ 1,000
Nao 9 14,2 10 15,8
Tabagismo+Etilismo
Sim 18 26,8 18 26,8
~ 1,000
Nao 15 22,3 16 23,8
Sitio Anatébmico
Lingua 37 38,9 33 34,7
Assoalho Bucal 6 6,3 3 3,1 0,344
outros 6 6,3 10 10,5

*Teste Qui Quadrado, p < 0,05. Dados perdidos: Tabagista -n=22; Etilista-n=22; Tabagista + etilista-
n=28.

Os resultados da associacao entre as variaveis histopatolégicas estudadas
e a expressao da proteina p53 estdo descritos na tabela 3. Apesar de nao termos
encontrado associacao entre o TIL e a expressado de p53 (tabela 3).
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Tabela 3. Associacdo entre as caracteristicas histopatolégicas e a expresséo de p53 em CEO.

Expresséo de p53

Variaveis Baixa Alta p
N % N %
Tamanho do tumor
T1/2 26 27,6 26 27,6
T3/4 23 24,4 19 20,2 0,682
Metastase Linfonodal
NO 18 20,9 21 24,4
N+ 25 29 22 25,5 0,665
Estadiamento clinico
11 18 20,4 16 18,1 100
v 28 31,8 26 29,5 '
Invasao Perineural
Sim 14 25,9 13 24 0,760
N&o 10 18,5 17 31,4
Invasao Linfovascular
Sim 39 43,8 40 44,9 0,739
Nao 6 6,7 4 4.4
Padréo de invaséo
11 6 6,45 14 15 0,046*
v 41 44 32 34,4
TIL
Baixa 9 9,6 14 15
Moderada 30 32,2 21 225 0,208
Alta 8 8,6 11 11,8

*Teste Qui Quadrado, p < 0,05. Dados perdidos: Tamanho do tumor-n=1; metastase linfonodal -n=9;
estadiamento -n=7 Invasdo perineural-n=41; Invaséo linfovascular-n=3; Padréo de invasdo-n=2; TIL-
n=2.

Quantidade alta (20,4%) e moderada (54,8%) foi observado nas amostras

analisada e esta ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Fotomicrografia ilustrativa do padrao do infiltrado linfocitario tumoral em CEO.
Baixo infiltrado linfocitario (A, B); Moderado infiltrado linfocitario (C,D); Alto infiltrado linfocitario
(E,F). Coloragéo HE. Escala=100p.

O padréo de invasdo tumoral mais encontrado na populacdo estudada foi
o padrao Il (39,8%), o qual caracteriza-se pelo predominio de corddes de células
infiltrantes, seguido do tipo 1V, com 38,7%, o qual é representado pela disseminacao
de células isoladas ou pequenas ilhas (tabela 3). O padrdo de menor frequéncia foi o
tipo | com 6,5%, com bordas bem delineadas e bandas amplas, e o tipo 11,15,1%, com
caracteristica infiltrante com bandas ou fios (Figura 13). Nas analises realizadas foi
encontrado significancia entre o padréo de invaséao Ill/IV com elevada expressao da
proteina p53 (p=0,046).

A Figura 13 ilustra os diferentes padrées de invasdo tumoral, de acordo
com Bryne e colaboradores (BRYNE et al., 1992).
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Figura 13. Fotomicrografia de CEO representando o padrdo de invasdo tumoral conforme
proposto por Bryne et al 1992. (A) Padréo de invasao tipo I; (B) Padrdo de invasao tipo Il; (C)
Padrédo de invasao tipo lll; (D) Padréo de invaséo tipo IV. Coloragédo HE. Escala=100um.

Foram observadas invasdo linfovascular em 88,8% dos casos de CEO

analisados, desses 59,6% estavam relacionados aos estadios Il e IV.

As invasdes perineural (A) linfovascular (B) e por células neoplasicas em

CEO estéo representadas na Figura 14.

Figura 14. Fotomicrografia de CEO representativa de Invasdo perineural (A); Invasdo
linfovascular (B); Coloracdo HE. Escala=100um.

Invasao perineural, estava presente em 61,4% dos tumores analisados, e
desses, 52% apresentavam-se nos estadios Il e IV. Nosso estudo ndo mostrou
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significancia estatistica desta variavel com a expressao da proteina p53 (Tabela 3).

4.2.1 Analise da expresséo da proteina p53 na progressao tumoral

Avaliando a expressdo da proteina p53 em fragmentos de tecido
provenientes de epitélio adjacente ao tumor, displasia e carcinoma epidermoide,

observa-se predominio da alta expressdo da proteina p53, conforme pode ser
observado na tabela 4.

Tabela 4. Expresséo de p53 em epitélio adjacente, displasia e tecido tumoral.

Expressao de p53

Epitélio adjacente Displasia Tumor

n=34 % n=46 % n=95 %
Alta 21 61,7 24 52,1 49 51,5
Baixa 13 38,2 22 47,8 46 48,4

No entanto, comparando as diferentes regides de tecido analisadas, nédo
observamos diferenca na expressao de p53 entre fragmentos de epitélio adjacente,

displasia e tumor, conforme pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5.Correlacdo entre a expressdo de p53 e progresséo tumoral.

H-
Média Desvio Score H-Score p
Padréo Minimo Maximo
H-Score epitélio adjacente 20,49 17,16 0 5,00
H-Score displasia 30,68 31,62 0 12,00 0,779
H- Score tumor 53,64 63,06 0 217,00

*Teste de Friedman, p < 0,05

A Figura 15 ilustra o padrdo de expressao observado na Tabela 5, com a

imunomarcacao de p53 nos segmentos de epitélio adjacente, displasia e tumor.
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Figura 15. Expressdo da proteina p53 nos segmentos de epitélio adjacente ao tumor,
displasia e tumor.

O padrdao de imunomarcacdo da proteina p53 é nuclear e pode ser
visualizada na Figura 16. Areas representativas do epitélio adjacente ao tumor,
displasia e tumor, bem como controle positivo e negativo podem ser observados nesta

imagem.
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Figura 16. Fotomicrografia da expressao de P53 nos segmentos epitélio adjacente, displasia
e CEO. Imunomarcacdo moderada em epitélio adjacente (A, B); Imunomarcacao forte em
displasia (C,D); Imunomarcacdo forte em tecido tumoral (E,F); Controle positivo;
adenocarcinoma mamario (G); Controle negativo (H). Escala=100um.
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4.3 ANALISE DE SOBREVIVENCIA

Para avaliar a sobrevida global dos individuos (SG), foi considerado um
periodo de 60 meses, sendo observado neste intervalo que 47,8% dos pacientes
evoluiram a obito (Figura 17). Nossos resultados reforcam o que a literatura tem
mostrado, que apesar dos recentes avancos no diagnostico e tratamento do cancer
da cavidade oral, a taxa de sobrevida em 5 anos tem mantido em torno de 50% nas
Ultimas décadas. Adicionalmente, estudos realizados por Kumar e colaboradores
(2016) e Awan e colaboradores (2017) também nédo observaram correlacao entre a
sobrevida global e a expressédo de p53 (AWAN et al., 2017; KUMAR et al., 2016).
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Figura 17. Curva de sobrevida global pelo método Kaplan-Meier e log-rank segundo a
expresséo de p53.

Em relacdo a sobrevida livre de doenca (SLD), 22,6% dos pacientes
apresentaram recidivas locais ou regionais. No entanto, nédo foi observada correlagéo

significativa entre a expresséo de p53 e SLD (Figura 18).
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Figura 18. Curva de sobrevida livre de doencga pelo método Kaplan-Meier e log-rank segundo

a expressao de p53.
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5 DISCUSSAO

5.1 ESTUDO ECOLOGICO

A investigacdo da mortalidade no periodo de 1998 e 2017 no estado do
Espirito Santo registrou 4.222 ébitos por cancer de cabeca e pescoco, a maioria dos
Obitos ocorreu em homens com 60 anos e mais, com valores crescentes de 1998 a
2017, corroborando com a literatura que diz que, embora as proporcdes variem por
regido geografica mundial, os homens possuem risco entre duas a cinco vezes maior
de CCP do que as mulheres. Adicionalmente, estudos tém mostrado aumento de risco
no final da sexta e sétima décadas de vida (RETTIG; D’'SOUZA, 2015; SIMARD;
TORRE; JEMAL, 2014).

Esses tumores geralmente apresentam perfis diferentes entre individuos do
sexo masculino e feminino, conforme observado em nossos resultados, entre regides
dentro do mesmo estado, mostrando a existéncia de acentuada diversidade
geografica, com a persisténcia de fatores de risco locais e populacbes em fases

diferentes de transicdo social e econémica (BRAY et al., 2018).

Foi possivel observar que no estado Espirito Santo segue o perfil mundial
de mortalidade por sexo, como descrito anteriormente por Chaturvedi e colaboradores
(2013). Assim, o cancer de cavidade oral e de orofaringe estdo entre os tumores mais
comuns em todo o mundo, com um numero estimado de 400.000 novos casos e
223.000 mortes por ano, sendo a maior parte delas diretamente relacionada com
exposicdo aos fatores de risco tabaco e alcool (CHATURVEDI et al., 2013).

Na investigacdo das regifes de saude do estado do Espirito Santo as
maiores taxas de mortalidade foram observadas na regido Metropolitana, entretanto,
o maior aumento da mortalidade no periodo 1998-2017, foi encontrado nas regioes
Central e Norte do estado, sugerindo que a localizacdo geografica dentro das
diferentes regides do estado, pode ser determinante para a mortalidade, seja pela
caracterizagcdo como areas menos desenvolvidas ou até mesmo pela dificuldade de

acesso aos servicos de saude, contribuindo para o diagndéstico tardio da doenca
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(WUNSCH, 2004). A distribuicdo mostra claramente, no sexo masculino, o aumento
na taxa de mortalidade nas microrregides, tanto no periodo de 1998-2007 quanto
2008-2017 (Figura 10), que podem ser explicados tanto pela redugcdo do nivel
socioecondmico quanto pela precarizacdo do desenvolvimento cultural, conforme
sugerido por Soares e colaboradores (2015), e demora & procura de auxilio (GOMEZ
et al., 2009). Dentre os habitos de vida, individuos tabagistas tendem a procurar mais
rapido o servico de saude do que individuos etilistas, (ROGERS et al., 2007; SCOTT,;
GRUNFELD; MCGURK, 2005), enquanto as mulheres procuram assisténcia a saude
mais rapido e com mais frequéncia, o que pode, em parte explicar, as diferencas nas
taxas de mortalidade entre homens e mulheres. No Brasil, o diagnostico tardio tem
sido apontado como o principal motivo da ocorréncia de baixas taxas de sobrevida em
individuos com CCP (AQUINO et al., 2015).

5.2 ANALISE DE p53 COMO BIOMARCADOR DE PROGNOSTICO EM CEO

Dentre os 95 casos de CEO selecionados para investigacao da expressao
da proteina p53, os resultados mostraram o predominio de individuos do sexo
masculino com idade média de 60,1 anos. Estudos anteriores mostram maior
incidéncia de CEO na populacdo masculina. No continente asiatico € o 8° cancer mais
frequente, enquanto na Australia ocupa a nona posi¢cao. No Japdo a proporcao de
homem acometidos em relacdo as mulheres € de 45:1. Nos Estados Unidos, os
tumores da cavidade oral e orofaringe correspondem a 3% de todas as doencas
malignas que acometem o sexo masculino (GUPTA et al., 2017; VIDYA et al., 2013).

Nas analises dos grupos etarios, mesmo que 52,6% dos casos estejam na
faixa etéria >60 anos, a idade média da populagéo estudada foi de 60,1 anos, estando
de acordo com a maior parte dos estudos previamente publicados (LLEWELLYN;
JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2001; MALEKI et al., 2015). No entanto, alguns
estudos tém mostrado incidéncia crescente de cancer da cavidade oral e orofaringe
em adultos jovens (<45 anos) (CHITAPANARUX et al., 2006 ;MAJCHRZAK et al.,
2014). Assim como relatado por Udeabor e colaboradores (2012), individuos mais

jovens possuem, em geral, menor tempo de exposi¢cdo aos fatores de risco ja bem
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estabelecidos para estas neoplasias, como tabaco e alcool e, por esse motivo, €
necessario considerar outros fatores etioldgicos que justifiquem o aumento na
incidéncia, como por exemplo infec¢cdes pelo Papilomavirus humano (HPV)
(UDEABOR et al., 2012).

Os resultados desse estudo mostrou que a maioria dos pacientes possuiam
habitos etislitas e tabagistas. Pesquisas realizadas em relacdo ao habitos de vida
confirmam que o &lcool e tabaco sao fatores etioldgicos importantes para o cancer de
cavidade oral. H4 relatos na literatura que 90% da populacdo masculina com estes
tumores tem o habito de fumar e consumir bebidas alcoolicas. Em mulheres, a
exposicao a estes fatores de risco € menor, sugerindo a participacéo de outros fatores
de risco como hormoénios, deficiéncia nutricional e HPV (GUPTA et al., 2017; RADOI;
LUCE, 2013).

De acordo com Brennan e colaboradores (1995) e Zaid e colaboradores
(2018) o tabagismo esta associado a mutacdes no gene TP53 em CCP e em lesbes
pré-malignas. De acordo com Lazarus e colaboradores (1995), a mutacdo em TP53
pode ser um evento muito precoce no desenvolvimento e progressao dos tumoresda
cavidade oral. Além disso, demonstrou que lesdes pré-malignas obtidas de pacientes

nao fumantes, ndo exibem mutacdes em TP53.

A correlacao significativa nas analises histopatologica entre o padrao de
invasao Ill/IV com a alta expressado da proteina p53 sugerem que esta associacao
pode estar relacionada a maior agressividade tumoral, como também observado por
Viveka e colaboradores (VIVEKA et al., 2016). Estudos recentes relacionaram o
mutante p53 com ganho de funcdo, ou seja, beneficios adquiridos pelas células
neoplasicas. O mutante p53 torna-se estabilizado e ativado em resposta a
condicOes de estresse celular e por esse motivo evidéncias estdo surgindo de que o
p53 mutante, pode fornecer as células cancerigenas a capacidade de lidar com
condi¢cdes adversas originadas durante a tumorigénese, incluindo a proliferacéo
celular descontrolada, favorecendo assim a progressao tumoral (MANTOVANI;

COLLAVIN; DEL SAL, 2019)

Em relagdo A expressdo de p53 nas células da camada suprabasal do

epitélio é considerada um estagio inicial da carcinogénese oral e um indicador do inicio
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do desenvolvimento de um carcinoma epidermoide oral. No entanto, apesar destas
evidéncias, nossos resultados houve significancia estatistica entre habitos de fumar e
consumir bebidas alcodlicas com a expressao da proteina p53 (BRENNAN et al., 1995;
LAZARUS et al., 1995; ZAID et al., 2018).

A avaliacdo da invaséo linfovascular € considerada valiosa, pois sua
deteccdo em seccOes aleatérias implica estatisticamente um namero consideravel de
células tumorais, que estdo entrando no compartimento vascular, aumentando assim,
a probabilidade de surgimento de metastases (figura 14). Acredita-se que a invasao
preceda a disseminacao perineural, onde as células tumorais se espalham ao longo
do nervo periférico dentro do espaco perineural, longe do ponto inicial da invasao,
denotando agressividade tumoral, 0 que pode estar relacionado a um pior progndstico
(WARREN et al., 2016; WOOLGAR, 2006).

5.2.1 Analise da expressdao da proteina p53 na progresséao tumoral

Alteracfes no gene TP53 sdo responsaveis pela producéo da proteina p53
em sua forma mutada, essas mudancas, podem sugerir pior prognoéstico destes
tumores. No entanto, Slootweg e colaboradores (1996) mostraram que células
neoplasicas malignas poderiam apresentar aumento do potencial proliferativo, sem
necessariamente apresentar alteracdes detectaveis da proteina p53 por imuno-
histoquimica. Adicionalmente, a alta expressao de p53 nas células da camada
suprabasal é considerada preditiva da transformacao maligna em displasia severa,
todavia a transformacdo maligna também ocorre na auséncia da expresséao de p53
nestas mesmas células. Em nosso estudo, apesar de observamos um incremento na
expressdo de p53 no tumor em relacdo a displasia e epitélio adjacente, porém, ndo
houve correlacéo significativa. Dessa forma, nossos resultados sugerem que p53
pode ndo ser sensivel o suficiente para prever quais lesdes pré-cancerosas
progredirdo para o cancer (GONZALEZ et al., 2016; SLOOTWEG, 1996;
WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1992; YAN; TZENG; JIN, 1996).

O CEO apresenta elevadas taxas de recorréncia local ou regional
(RUSSOLO et al., 2002). De acordo com Zaman e colaboradores (2018), a chance de

recorréncia € de 30% e sdo principalmente causadas por margens cirlrgicas positivas
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onde, apods excisao do tumor primario, o tecido circundante pode abrigar clones de
células malignas com alteracbes moleculares semelhantes as do tumor primario.
Adicionalmente, Rettig e D’souza (2015) mostraram que fumantes tém um aumento
de quatro vezes no risco de um segundo cancer aerodigestivo em comparagcdo com
0os ndo fumantes e ex-fumantes levando ao aumento do risco de recorréncia ou
desenvolvimento de tumores secundarios. (HAKEEM et al., 2013; RETTIG; D’'SOUZA,
2015; ZAMAN; AQIL; SULAIMAN, 2018).

Assim como Tandon e colaboradores (2010), nossos resultados ndo nos
permitiram associar a expressdo de p53 com os indicadores conhecidos de
prognéstico, como T, N ou estadio clinico ou mesmo em relagéo aos sitos anatémicos,
visto que ndo observamos relacao estatistica. Entretanto, nosso estudo confirma que
a lingua é o sitio anatdbmico mais afetado, estando de acordo com diversos estudos
gue apontam que este sitio contribui com até 42% de todos os sitios orais em adultos
de todas as idades (FARHOOD et al., 2019; GARCIA-KASS; HERRERO-SANCHEZ;
ESPARZA-GOMEZ, 2016; TANDON et al., 2013; VIDYA et al., 2013). O estadio clinico
mais encontrado em nossa populacéo foi o IV, com baixas chances de cura. De acordo
com o estudo de LO et al (2003), as taxas de sobrevida em cinco anos variam de 75%,

65,6%, 49% e 30% para os estagios I, Il, lll e IV da doenca, respectivamente.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou determinar as taxas de mortalidade no
estado do Espirito Santo, no periodo de 1998-2017. Dentre a investigacdo das taxas
de mortalidade no estado do Espirito Santo no sexo masculino, observamos
significancia nas variaveis faixa etaria de 40 a 59 e 60 anos e mais, nas regides de
saude: Central, Metropolitana, Norte, Sul e nas topografias da cavidade oral,
orofaringe e laringe. Em relacdo ao sexo feminino a regido de saude Central e a
topografia cavidade oral mostraram significancia no periodo. As taxas podem estar
relacionadas com distinticho em aspectos socioeconémicos e sociodemograficos.
Com estes dados, sera possivel tracar estratégias e acdes para o0 combate do cancer

de cabeca e pescoco no Estado.

A investigacdo da expressao da proteina p53 mostrou associacao
significante com o padrdo de invasdo, o que nos faz sugerir que sua participacéo é
mais importante nos estagios iniciais da tumorigénese e ndo nas etapas de progressao
e invasdao tumoral em CEO. Porém ndo foi observada associacdo com demais
aspectos clinipatolégicos e histopatologicos e andlise de sobrevida avaliadas,

mostrando que a proteina p53 e sua aplicacdo como biomarcador nao foi suportada.
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ANEXO A — PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CENTRO
INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE

Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

Vitoria, 27 de junho de 2011.
Projeto No: 318/2011
Parecer: 21/2011 [_]Inicial <] Conclusdo

Titulo: Estudo de Cancer de Cabega e Pescogo no Brasil

Instituicao: Hospital Santa Rita de Cassia
Pesquisador: José Roberto V de Podesta

Grupo e Area Tematica Especial: 1A

Prezado Pesquisador

Ap6s o recebimento e apreciagao do projeto e das respostas as pendéncias formuladas, seguem as

observagdes deste Comité:

1. Adequar os objetivos de acordo com hipéteses formuladas em linha com a justificativa do projeto.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

2. Incluir, na metodologia os critérios de selegéo (inclusdo e excluséo) amostral assim como caracteristicas
outras que sejam pertinentes. Explicitar, ainda na metodologia, o estudo piloto, e sua metodologia.
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. O estudo piloto nao foi contemplado na metodologia, mas é citado na

pagina 17.

3. Justificar auséncia do calculo amostral
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. E citado na pagina 10 (metodologia) que a amostra sera de

conveniéncia.

4. Adequar o TCLE a CNS 347/05 de Janeiro 2005 e incluir campos para identificagao de quem aplicou o
TCLE. E direito inalienavel do sujeito de pesquisa saber ou ndo querer saber sobre seus resultados de
exames realizados em sua propriedade bioldgica, tenha ou nao aplicabilidade clinica. Pede-se, portanto, para
rever a informagao sobre o tema no TCLE.

Parecer do CEP: pendéncia atendida. TCLE devidamente adequado e, sobe nossa avaliagéo, dentro dos

critérios éticos e alinhados com a resolugao 196/1996 e suas complementares.

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CIAS Unimed Vitoria Pégina 1 de 2
Av. Leitdo da Silva, 2311, Bairro ltararé Vitoria (ES) CEP: 29047 575 ~ 27 3335-5348 ep@unimedv t




Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

5. Corrigir o cronograma
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Cronograma corrigido.

6. Incluir Declaragdes de Infraestrutura de todas as instituicées hospitalares participantes, inclusive a do
Hospital que assina a Folha de Rosto.
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Declaragdes entregues.

7. Informar no dossié se as amostras biologicas permanecer&o identificadas e no pais ou se serdo exportadas
elou desvinculadas dos respectivos sujeitos.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

CONCLUSAO

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa acima citado, foi considerado:

APROVADO

E parecer desse comité que o referido projeto e demais documentos apresentados, atende aos
aspectos da Resolugdo CNS 196/96 e complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. Estamos aguardando o parecer final da CONEP.

Foram aprovados os seguintes documentos:

» Projeto de pesquisa verséo de 1° de abril de 2011;
» Declaragéo de infraestrutura versao 27 de abril de 2011;
» Respostas as pendéncias versdo 27 de abril de 2011;

O primeiro relatério de andamento do projeto devera ser encaminhado a este CEP até o dia 27 de
dezembro de 2011.

Atenciosamente,

= —-,;/,f/( OV

Dr. AlvarmArmaneie:Ganvathe de Morais

Coordenadmlitm%%n Pesquisa em

Seres Humanos do CIAS

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CIAS Unimed Vitoria Pégina 2 de 2
Av. Leitdo da Silva, 2311, Bairro Itararé Vitoria (ES) CEP: 29047.575 - 27 3335-5348 4 cep@unimedvx br
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NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N°. 681/2011
Registro CONEP 16525 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - Nao ha CAAE ou n° de Folha de Rosto Processo n° 25000.098091/2011-05
Projeto de Pesquisa: "Estudo de Cancer de cabeca e pescoco no Brasil". Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido de 10/04/2011.

Pesquisador Responsavel: José Carlos de Oliveira

Instituicdo: ACCG/Instituto Ensino e Pesquisa/Hospital Araujo Jorge (1° CENTRO
BRASILEIRO)

CEP de origem: CEP - ACCG - Instituto de Ensino e Pesquisa/GO

Area Tematica Especial: Genética humana

Patrocinador: Nao informado.

Sumério geral do protocolo

O cancer de cabeca e pescoco compreende um grupo de neoplasias que surgem
na cavidade oral, faringe e laringe. E o sexto tipo de cancer mais comum em todo o
mundo, representando cerca de 6% dos casos de cancer. Em todo o mundo, mais de
500.000 novos casos e 300.000 obitos por cancer de cabe¢a e pescoco sao estimados
para ocorrer a cada ano. Este meio milhao de casos inclui 262.700 canceres da cavidade
oral, 117.200 canceres de faringe e 169.600 canceres da laringe. As taxas de incidéncia
padronizadas sao 15,3 e 4,5 por 100.000 homens e mulheres, respectivamente. As taxas
de incidéncia no Brasil sao cerca de 22,1/100.000 e 3,3/100.000 para homens e mulheres,
respectivamente.

O tratamento primario varia de acordo com a localizagao anatomica e estadio da
doenca. Para a maioria dos tipos de cancer diagnosticados em estadios iniciais, a
resseccao cirurgica € a principal modalidade de tratamento. No entanto, para certos sitios
anatomicos, como as amigdalas, a base da lingua e o assoalho da boca, bem como para
todos os canceres localmente avancados, radioterapia € usada, isolada ou combinada
com cirurgia. A quimioterapia pode ser utilizada em associacao com a radioterapia. No
entanto, no Brasil, a taxa de sobrevida em 5 anos ainda € inferior a 50%.

Publicacoes recentes sugerem um papel para infeccao por HPV na sobrevida dos
pacientes com cancer de cabeca e pescoco (ver abaixo secao sobre HPV). Os
Polimorfismos genéticos nos genes de reparo do DNA, os genes do ciclo celular, o
metabolismo carcinogénico, e vias de genes do fator de crescimento foram analisados em
relacao a progressao e sobrevida de pacientes com cancer de vias aerodigestivas
superiores (VADS). Polimorfismos nos genes XRCC1, FGFR e CCND1 foram associados
com a sobrevida em pacientes com canceres das VADS em pelo menos 2 estudos. No
entanto, Hopkins et al criticou que esses estudos eram pequenos (<300 casos), muitas
vezes tinham descricoes inadequadas da populacao em estudo, nao consideraram as
comparacoes multiplas de forma apropriada e podiam estar sujeitos a viés de publicacao.
Assim, nao existem no momento estudos de seguimento de pacientes com cancer de
cabeca e pescoco, que permitam a avaliacao simultanea do papel do fumo, alcool, HPV,
genética e tratamento
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Cont. Parecer CONEP n°. 681/2011

Situacao: Protocolo aprovado com recomendacao.

OBS: No Brasil, além do centro em tela, esta prevista a participacao dos seguintes centros: Hospital
do Cancer de Barretos/SP (Dr. André Lopes Carvalho/CEP do Hospital Cancer Barretos); Hospital Erasto
Gaertner/PR (Dr. Gyl Henrique Albrecht Ramos e Dra. Paola Pedruzzi/CEP do Hospital Erasto Gaertner);
Hospital A C Camargo/SP (Dr. Luiz Paulo Kowalski e Dr. Mauro Kasuo Ikeda/CEP do Hospital do Cancer - A
C Camargo/SP); Associacao de Combate ao Cancer em Goids/Hospital Aratjo Jorge/GO (Dr. José Carlos
de Oliveira e Dr®. Maria Paula Curado/Comité de Etica do Hospital Araujo); Departamento de
Otorrinolaringologia UFGO Goiania/GO (Dr. Claudinei Candido Costa/CEP do HC da UFG); Faculdade de
Medicina do ABC/SP (Dra. Jossi Ledo Kanda/CEP NAO INFORMADO); Liga Norte-Rio-Grandense Contra o
Cancer/RN (Dr. Ricardo José Curioso da Silva e Dr. Luis Eduardo Barbalho de Melo /CEP da Liga Norte-
Rio-Grandense Contra o Cancer); Instituto do Cancer do Ceard/CE (Dr. Eric Fernandes de Souza/CEP NAO
INFORMADO); FCECON - Fundacao Centro Controle de Oncologia/AM (Dr. Marco Antonio Cruz Rocha e
Dr. Jeferson Moreira de Medeiros/CEP NAO INFORMADO); Hospital Heliopolis/SP (Dr. Carlos Neutzling
Lehn/CEP NAO INFORMADO); Hospital Santa Rita/AFECC - Associagao Feminina de Educacao e Combate
ao Cancer/ES (Dr. Jose Roberto Vasconcelos de Podesta/Comité de Etica em Pesquisa — CIAS); Pontificia
Universidade Catolica de Campinas/SP (Dr. José Francisco de Sales Chagas e Dr. Maria Beatriz Nogueira
Pascoal/CEP da PUC Campinas); Hospital Universitario/UnB (Dr. Luiz Augusto Nascimento e Dr. Juliano de
Padua Nakashima/Comité de ética em Pesquisa - Fundacao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude);
Instituto Nacional do Cancer — INCA/RJ (Dr. Fernando Luiz Dias, Dr. Roberto Araujo Lima e Dra. Isabella
Costa Santos/Comité de Etica e Pesquisa do INCA); Instituto Brasileiro de Controle do Cancer/SP (Dra.
Adriana Sonderman, Dr. André Bandiera de Oliveira Santos e Dr. Fabio Roberto Pinto/CEP do BCC -
Instituto Brasileiro de Controle do Cancer); Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP/SP (Dr.
Lenine Garcia Brandao/CEP NAO INFORMADO); Hospital Amaral Carvalho FUNDACAO AMARAL
CARVALHO/SP (José Getulio Segalla/Comité de Etica em Pesquisa Fundacéao Hospital Amaral Carvalho) e
Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco Universidade Federal de Sao
Paulo/UNIFESP/SP (Prof. Dr. Marcos B. Paiva/Comité de Etica em Pesquisa).

Caso ocorra modificacdo nessa informacao, o CEP do 1° Centro deve ser informado para
comunicacao a8 CONEP. O CEP deve enviar copia dessa comunicacao para o pesquisador responsavel do
seu Centro. Ressalta-se que os centros que nao possuem Comités de Etica em Pesquisa - CEP, devem
solicitar a CONEP a indicacao de um CEP para a analise do projeto.

NOTA: Caso na execucdo do protocolo, em um determinado Centro, haja parceria de instituicées no
recrutamento e/ou atendimento de sujeitos de pesquisa, solicita-se ao CEP correspondente que observe
cuidadosamente 0s seguintes aspectos, conforme exigéncias éticas explicitadas nos itens Ill.3.i, V.5,
VI.2.h, VI.2i, V1.3.d e VI.3.g da Resolucao CNS 196/96 e item IV.1.m da Resolucao CNS n° 251/97, com
vistas a garantia da assisténcia ao sujeito da pesquisa, sem prejuizo ao Sistema Unico de Saude:

1) formas de recrutamento e referéncia de sujeitos de pesquisa; se serdao pacientes do SUS e ou/
particulares; em que instituicdo estao registrados, ou seja, qual instituicdo assume as responsabilidades
inerentes a "Instituicdo de Pesquisa”;

2) descricao da infra-estrutura disponivel para a realizacdo da pesquisa;

3) vinculos do pesquisador;

4) anuéncia assinada pela diretoria técnica de instituicoes parceiras, para assisténcia dos sujeitos de
pesquisa, quando for o caso, com apresentacdo de convénios ou outras relacoes envolvendo pessoas
Juridicas;

Ressalta-se que, havendo envolvimento do SUS em parcerias com instituicoes privadas, a avaliacao desse
aspecto extrapola as atribuicoes do Sistema CEPs-CONEP, devendo o pesquisador e o responsavel pela
instituicdo buscar a manifestacdo do Poder Publico Correlato (estadual ou municipal), por meio da
respectiva Assessoria Juridica, em cumprimento a Lei Organica da Satde 8080/91.

Brasilia, 25 de outubro de 2011.
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ANEXO C - PARECER DO NATIONAL RESEARCH ETHICS SERVICE

o NHS|
National Research Ethics Service

Coventry Research Ethics Committee
2nd floor West Wing
University Hospital
Clifford Bridge Road
Coventry
Cv2 2DX
24 February 2010
Telephone: 024 7696 7529
Facsimile: 024 7696 5033

Professor Hisham Mehanna

Institute of Head & Neck Studies & Education
University Hospital

3" floor opposite Ward 32

Clifford Bridge Road

Coventry CV2 2DX

Dear Professor Mehanna

Study Title: Improving treatment selection using Predictive
Classifiers of Treatment Response for Head and Neck
Cancers and dysplasia.

REC reference number: 10/H1210/9

Protocol number: Version 1.0

The Research Ethics Committee reviewed the above application at the meeting held on 16
February 2010. Thank you for attending to discuss the study.

Ethical opinion

You advised the Committee you were aiming to develop treatment response
classification to help predict response to treatment for two types of patients; first
patients who have laryngeal voice box or mouth and throat cancer; second patients
with laryngeal and mouth dysplaysia. Through using the formula you would be able to
predict whether a patient with cancer with these characteristics would be best
receiving surgery rather than chemotherapy similarly whether patients with oral
dysplaysia would better respond to surgery rather than a ‘wait and see’ approach thus
individualising treatment for those patients. By linking a series of chemotherapy and
genetic tests on the samples and responses to treatment in relevant cohort of patients
you have target diseases or cancers by correlating biomarkers. This was a well known
protocol for developing biomarkers and classifications in UK, i.e. biomarker road map.

According to the pilot study out of 100 patients 80 could not now be traced so the
Committee wanted to know how you would know how the patients had progressed if
you could not contact 80%. You explained that patients had been treated and biopsied
in the local hospital then followed up, some died some didn’t and you would follow up
the local ones. You would ask the local team for patients’ tissue and pseudo
anonymised outcome data; i.e. link anonymised you had no way of tracking the code.

The local centres were responsible for consenting patients via the operating consent
form so the Committee wondered if there was a possibility of tissue from someone
who did not consent being included in the study. You stated that where there was
agreement they would be included but before September 2006 patients’ samples
could be used without their express consent provided they were anonymised. Under

This Research Ethics Committee is an advisory committee to West Midlands Strategic Health Authority

The Nauoqal Research Ethics Service (NRES) represents the NRES Directorate within
the National Patient Safety Agency and Research Ethics Committees in England
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ANEXO D- QUESTIONARIO INICIAL SOBRE HABITOS E ESTILO DE VIDA SERVICE

IDNo.BRVIX-|__|_| | |

ESTUDO INTERNACIONAL SOBRE CANCER DE BOCA, FARINGE E LARINGE
ANEXO 1A
Questionario Inicial sobre Habitos e Estilo de Vida

A1 Status
(1) Caso; (2) Controle [

Prontudrio médico NO (MV).......cveiiiiniiiiiiceine e MEIET: .ccnimmmnnnusmmmnasinn
BB EVOSEIAL 00 cvmanisiin usamavaonsmsuicessunsin o o5 5345 305585 AR S S5 35550 oM 55 SR B3 35 35 S R VA AR AR AR5 [
T 1= =T o

A5  Data da entrevista N O O
Dia Més  Ano

L T N o Ty T - T 1= 1 SO
AT BB i R e R R e e T e
BB TEORIEPBEE s cummons i s sy s o0 AT R A A B R A S A P S ST S A S AL
A 1B O IO s onmasmrinsses semnes insnniones s Tl ONaS BORCIONAISC. < sovsserovuineassninssassonssnssnas sesavs siAseRsLatinDs

LN L A (e a g L= - T 4 F= L= PP P SRR

A11  Qual a sua data de nascimento? A O Y I

Dia Més Ano

A12 Sexo [
(1) Masculino (2) Feminino

A13 Qual a sua idade? ]

A14 Qual a sua raga (cor da pele)? I

(1) Branco (2) Negro (3) Pardo ou Mulato (4) Amarelo (Asiatico) (5) Indigena
A15  Em que Municipio ou diStrto VOCE MOTAT .......ciiiiiiieiieiieieite st ettt
A1S EmguesEstado Voos MO e s s e e R R R R S e

A16 Ha quantos anos vocé vive nesse lugar? [
(se ha menos de um ano, codifique como 00)

A17 Se vocé mora nesse lugar ha menos de um ano, em que Municipio vocé morava antes? .........coeceveeeveennne
A19 Qual o seu grau de escolaridade? [
(0) Analfabeto
(1) Ensino Fundamental Incompleto
(2) Ensino Fundamental Completo (concluiu a 82 série)
(3) Ensino Médio Completo (concluiu o 3° colegial)
(4) Ensino Superior Completo

A20 Vocé ja teve diagnéstico de cancer no passado? [
(1) Sim  (2) Nao

SeSirfi. Qual foilo tipade cancer (0 local PANGIPAN P ..o ssismimmuinmivsmm st i

Aproximadamente, quando foi diagnosticado o cancer anterior? L H 1]
Més Ano



IDNo.BRVIX-|_|_|_| |

HABITO DE FUMAR

B1  Vocé fuma ou ja fumou em média um cigarro/cachimbo regularmente, durante pelo menos 1 ano? |

(1) Sim, ainda  (2) Somente no passado  (3) Nao, nunca [se ‘Nao, nunca’, va para a questéo C]

Se Sim ou somente no passado

B2  Normalmente, quantos cigarros/por dia, vocé fuma ou fumava? [

B3 Idade em que comegou a fumar (isto &, fumando na maioria dos dias)

Somente para ex-fumantes

B4 Idade em que parou de fumar ]

B5  Vocé parou de fumar porque estava doente?
(1) Sim (2) Nao

CONSUMO DE BEBIDAS
C1  Vocé ingere ou ja ingeriu bebidas alcodlicas regularmente, durante pelo menos 1 ano? (|

(1) Sim, ainda (2) Somente no passado  (3) Nao, nunca [se ‘N&o, nunca’, va para a questado D]

C2 Quantas vezes por semana vocé consome ou consumia bebidas alcodlicas? |
0 - 7 (0 significa nenhuma vez na maioria das semanas)

Para as pessoas que consomem bebidas alcodlicas atualmente ou ja consumiram no passado.
O quanto normalmente vocé bebe ou costumava beber em uma semana?

Nota: Se o entrevistado responder em um intervalo (exemplo: de 2 a 3 garrafas), usar a maior quantidade
(exemplo: 3 garrafas)

C3 Cachaga ou outros destilados (vodca, uisque, tequila, rum, gim)

EEI:]:]doses/semana ou Dj garrafas/semana

C4  Vinho
D:ED tagas/semana ou |:|:| garrafas/semana
C5 Cerveja

D:EI:] latas/semana  ou El:l garrafas/semana

C6 Ha quantos anos parou de beber? -

C7  Vocé parou de beber porque estava doente? [
(1) Sim (2) Nao
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ID No

SAUDE BUCAL

D1 Com qual frequéncia vocé escova seus dentes?
(0) Nunca
(1) < uma vez por semana (5) 2 vezes/dia
(2) 1-2 vezes por semana (6) 3 vezes/dia
(3) Dia sim, dia nao (7) > 3 vezes/dia
(4) Uma vez por dia (8) Edéntulo (ndo tem dentes)
D2  Vocé usa proteses removiveis (“dentadura”, “ponte mével”)?
(1) Sim, prétese total (dentadura) (2) Sim, prétese parcial (2) Nao
Se sim:
D4  Com qual idade vocé comegou a usar préteses removiveis?
D5 Nos ultimos 20 anos, com qual frequéncia vocé foi ao dentista?
(1) Todos os anos (3) A cada 5 anos ou mais
(2) A cada 2-5 anos (4) Nunca
D6  Recebeu orientagado do Dentista de como tratar a saude bucal?
(1) Sim (2) Nao
D7* Recebeu tratamento odontolégico do SUS ou da Rede Privada?
(1) SUS (2) Privado
D8* Vocé percebeu alguma lesdo na cavidade bucal?
(1)Sim (2) Nao
Se sim:

D9 Ha quanto tempo percebeu sinais e sintomas?

BRVIX - || ]

[

(em meses) |__|_|
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ANEXO E — FORMULARIO DE DADOS CLINICOS

IDNo.BRVIX-|_|_| | |

ANEXO 1B (Somente para os casos)
FORMULARIO DE DADOS CLINICOS

Orientacoes: Somente para Primeira Consulta. Este formulario devera ser preenchido pelo médico.
B1- Tratamento secundario sera preenchido nos formularios de acompanhamento.
B2 - Data do preenchimento Y A I |

Dia Més  Ano
Nome Paciente:
1. Dados de Referéncia, quando apropriado (DD/MM/AAAA):
« B3 - Bidpsia A 4/ T
o B4 - Diagnéstico clinico (consulta na oncologia) R 4 7
« B5- Diagnéstico patolégico (laudo histopatolégico) I 4/ I

2. DADOS PATOLOGICOS

B6- Nome laboratorio de Patologia ...........ooevereeieieiiieeece e B7 - Laudo n® ....oeeeiieieeeeeeeee
B8 - Categoria do tipo histolégico:

(1) Carcinoma epidermoéide  (2) Adenocarcinoma (3) Carcinoma in situ (displasia de alto grau)

(3) OUrOi (B8 POCIHICAL) s usmwvinrwvvuusuusmsvasumsssswusswssuis e 5w s wse T T or oV SHEAR VS oS R PV v RS TN
B9 - Conclusdo do laudo histopatolégico (copiar conclusdo completa)

3. FORMULARIO DE ESTADIAMENTO (classificagdo TNM, 72 edigdo):

B10 - Sitio primario do tumor (topografia), segundo a CID-03, 2000': Cl__ ||
B11 — Sitio primario do tumor
(1) Labio (2) Cavidade oral (3) Orofaringe (4) Hipofaringe  (5) Laringe [

B12 - Lateralidade do tumor: (1) Esquerda (2) Direita (3) Bilateral 1
B13 -Tumor multifocal: (1) Sim (2) Nao |
B14 - Diametro maximo, maior ou Unico do tumor em centimetros: |

Estadiamento clinico

B15T| |

B16 N | |

B17 M| | B18 - Se M1, sitio(s) de metéstase: |
B19 Estadio | |

TRATAMENTO PROPOSTO ||
(1) Cirurgia (2) Radioterapia (3) Quimioterapia (4) Cirurgia + Radioterapia (5) Cirurgia + Quimioterapia (6)
Radioterapia + Quimioterapia (7) Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia
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ANEXO F — FORMULARIO DE ACOMPANHAMENTO CLINICO

IDNo. BRVIX-|__|__|__|__|

ANEXO 4 (somente para 0s casos)
FORMULARIO DE ACOMPANHAMENTO CLINICO

IDNo. INT-|__|_|-|_| [ | |
Momento de acompanhamento para o resultado: |
(1) 12 visita de acompanhamento (F1)
(2) 22 visita de acompanhamento (F2):
(3) 30 meses de acompanhamento
(4) 60 meses de acompanhamento
(5) Situagcdo médica identificada em outro contexto

(Especificar:  .oumnamsmmunammmosssias i)
Formulario preenchido em (DD/MM/AAAA): || V| V]| ||, por (NOMEe): .ccoceveriieeiciieieecereene
Dia Més Ano

Fonte da informacao (marque todas que se aplicam): (|
(1) Registro de Mortalidade e cancer
(2) Declaracao de 6bito
(8) Contato com o paciente ou familiares do paciente
(4) Consulta médica
(5) Prontuérios médicos
(6) ' Qutras; especifiCar i usmwasssrav s

Estado vital: |
(1) Vivo  (2) Obito (3) Perdido seguimento

Se Vivo:
Progresséo do tumor: [

(1) Em remissao completa (2) Doenca residual (3) Doenga Sistémica (mestastase em outro érgéo)
(4) Recidiva (5) Segundo tumor primario CID | |

Se recidiva: (1) Local (2) Regional |

Data da recidiva / /

Se obito, causa do obito:
Causa primaria do 6bito: codigo CID-10: -

Caso o CID néo esteja disponivel selecione uma das seguintes opgdes: (|
(1) Cancer de cabeca e pescoco
(2) Outro cancer
(3) Toxicidade do tratamento usado para cancer de cabega e pescogo
(4) Outros, especificar:
(5) Desconhecido
Data de 6bito / /



Se perdido sequimento:

Ultima data conhecida por estar vivo (em caso de perdido de seguimento)
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Para todos os pacientes, tratamentos adicionais (segunda linha) apds o tratamento inicial: [

Tratamento (assinale todos que se aplicam)

Data de inicio
(dd/mm/aaaa)

Data de término
(dd/mm/aaaa)

1) Cirurgia

N/A

2) Radioterapia

3) Quimioterapia

5) Cirurgia + Quimioterapia

6) Radioterapia + Quimioterapia

(1)
(@)
3)
(4) Cirurgia + Radioterapia
(%)
(6)
@)

7) Cirurgia + Quimioterapia + Radioterapia

Informagdes/comentarios adicionais:
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