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RESUMO

O cancer de cabeca e pescoc¢o é um tipo tumoral altamente maligno e agressivo que
apresenta uma taxa elevada de morbidade e mortalidade, acometendo
principalmente a cavidade oral, a laringe e a faringe. A correlagdo entre os
elementos tracos e o0 processo de carcinogénese, deve-se ao potencial citotoxico de
alguns destes quando disponiveis em concentracfes excedentes. Somado a este,
estudos recentes descreveram a associacao destes elementos com a regulacédo de
vias relacionadas a progressao tumoral e com o prognostico a ser observado, dentre
essas vias esta a via da hipoxia que tem o seu principal regulador a HIF1. Assim,
este trabalho avaliou a caracterizacdo elementar em amostras de carcinoma células
escamosas da cavidade oral, bem como a associacdo do uso do tabaco no perfil
elementar e a relacdo com o progndstico e sobrevida dos pacientes. Além disso,
avaliou a expressdo das proteinas HIF1-a e PHD3 e sua relacdo com os habitos
tabagista e etilista, assim como a expressao dessas proteinas a presenca de
elementos quimicos nas mesmas amostras de carcinoma de células escamosas de
cavidade oral. Para isso, foram obtidas 78 amostras de tecido tumoral de pacientes
diagnosticados com carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados no
Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho e acompanhados por pelo menos 24
meses a partir do tratamento inicial. As amostras foram categorizadas de acordo
com os héabitos tabagista e etilista. Foram confeccionados tissue microarrays para a
caracterizacdo elementar por meio da técnica de U-XRF baseada em radiacéo
sincrotron, bem como para a andlise da expressao dos proteinas HIF-1a e PHD3.
Para os testes de associacao foram utilizados o teste Qui-quadrado e o teste exato
de Fisher. A regressao logistica multivariada por modelagem foi utilizada para
ajustar os valores do odds ratio e o intervalo de confianca. As curvas de sobrevidas
foram avaliadas segundo o modelo Kaplan-Meier e o valor de p de Wilcoxon e
modelo Cox Proportional Hazards foi utilizado para o ajuste dos valores de hazards
ratio e o intervalo de confianca. Os seguintes elementos foram detectados:
magneésio, fosforo, enxofre, cloro, potassio, célcio, cromo, manganés, ferro, zinco,
cobalto, niquel, cobre, arsénio e bromo. Em relacdo ao progndstico, 0 magnésio
esteve relacionado a sobrevida livre de doenca e o cloro e cromo com recidiva,
mostrando-se um fator protetor contra a ocorréncia de recidiva e para uma melhor
sobrevida livre de doenca. Foi verificado a expressdo nuclear de HIF-1a em 68
amostras e de HIF-1a citoplasmatica em 71 amostras de carcinoma de células
escamosas de cavidade oral. A expressao nuclear de PHD3 foi observada em 49
amostras e de PHD3 citoplasmatica em 48 amostras. Foi verificada ainda a relacéo
do tamanho tumoral com a intensidade de marcacdo da HIF-1a nuclear e
positividade da expressédo de PHD3 citoplasmatica com o estadio clinico avangado.
Verificou-se também que o tumores T3/T4 e a presenca de cloro aumentam as
chances de apresentarem expressao forte de HIF-1a citoplasmatica e que o estadio
clinico, o consumo atual de alcool e a presenca do elemento cromo influenciam na
expressdo da PHD3. Para as sobrevidas, foi observado a associacdo da sobrevida
livre de doenga com o status linfonodal, ao passo que a sobrevida doenca-especifica
foi associada ao status linfonodal e ao estadio clinico avangcado. Com o presente
trabalho foi possivel caracterizar as amostras de carcinoma de células escamosas
de cavidade oral quanto a presenca dos elementos magnésio, fésforo, enxofre,
cloro, potassio, calcio, cromo, manganés, ferro, zinco, cobalto, niquel, cobre, arsénio
e bromo, dos quais os elementos magnésio, cloro, cromo, manganés, niquel, arsénio
e bromo estiveram associados ao tabagismo. Além disto, os elementos cloro e



cromo estiveram associados com o prognéstico, no qual o elemento cloro foi
apontado como fator independente de protecdo para a recidiva e para uma melhor
sobrevida livre de doenca. O elemento cromo, o estadio clinico avancado e o
consumo de &lcool influenciaram a intensidade expressdo da proteina PHD3 e o
elemento cloro e o tamanho tumoral a expresséo da proteina HIF-1a. Esse estudo
apresenta dados inéditos sobre o perfil elementar, os habitos e a expressao de HIF-
1a e PHD3 com os fatores progndsticos e sobrevida de pacientes com carcinoma de
células escamosas da cavidade oral.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas; cancer bucal; cloro; HIF-1a;

PHD3; perfil elementar.



ABSTRACT

Head and neck cancer is a highly malignant and aggressive tumor type that presents
a high rate of morbidity and mortality, mainly affecting the oral cavity, larynx and
pharynx. The correlation between trace elements and the carcinogenesis process is
due to the cytotoxic potential of some of these when available in excess
concentrations. In addition to this, recent studies have described the association of
these elements with the regulation of pathways related to tumor progression and the
prognosis to be observed, among these pathways is the hypoxia pathway that has its
main regulator HIF1. Thus, this work evaluated the elementary characterization in
squamous cell carcinoma samples of the oral cavity, as well as the association of
tobacco use in the elemental profile and the relation with the prognosis and survival
of the patients. In addition, it evaluated the expression of the HIF1-a and PHD3
proteins and their relation to the smoking and alcohol habits, as well as the
expression of these proteins to the presence of chemical elements in the same
samples of squamous cell carcinoma of the oral cavity. For this, 78 samples of tumor
tissue were obtained from patients diagnosed with squamous cell carcinoma of the
oral cavity treated at the Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute and followed up
for at least 24 months from initial treatment. The samples were categorized according
to the smoking and alcohol habits. Tissue microarrays were made for elementary
characterization using the synchrotron radiation-based p-XRF technique, as well as
for the analysis of the expression of HIF-1a and PHDS3 proteins. The Chi-square test
and the Fisher exact test were used for the association tests. Multivariate logistic
regression by modeling was used to adjust odds ratios and confidence intervals.
Survival curves were evaluated according to the Kaplan-Meier model and the
Wilcoxon p-value and Cox Proportional Hazards model were used to adjust the
hazards ratio values and the confidence interval. The following elements were
detected: magnesium, phosphorus, sulfur, chlorine, potassium, calcium, chromium,
manganese, iron, zinc, cobalt, nickel, copper, arsenic and bromine. Regarding the
prognosis, magnesium was related to disease-free survival and chlorine and
chromium with relapse, showing a protective factor against the occurrence of relapse
and better disease-free survival. Nucleic HIF-1a expression was verified in 68
samples and cytoplasmic HIF-1a in 71 samples of oral cavity squamous cell
carcinoma. Nuclear expression of PHD3 was observed in 49 samples and of
cytoplasmic PHD3 in 48 samples. It was also verified the relation of the tumor size
with the intensity of nuclear HIF-1a labeling and the positivity of the cytoplasmic
PHD3 expression with the advanced clinical stage. It has also been shown that T3 /
T4 tumors and the presence of chlorine increase the chances of presenting strong
expression of cytoplasmic HIF-1a and that the clinical stage, the current consumption
of alcohol and the presence of the chromium element influence the expression of
PHD3. For survival, the association of disease-free survival with lymph node status
was observed, while disease-specific survival was associated with lymph node status
and advanced clinical stage. The present work was able to characterize oral
squamous cell carcinoma samples for the presence of magnesium, phosphorus,
sulfur, chlorine, potassium, calcium, chromium, manganese, iron, zinc, cobalt, nickel,
copper, arsenic and bromine, of which the elements magnesium, chlorine, chromium,
manganese, nickel, arsenic and bromine were associated with smoking. In addition,
the chlorine and chromium elements were associated with the prognosis, in which
the chlorine element was identified as an independent protective factor for recurrence



and for better disease-free survival. Chromium, advanced clinical stage and alcohol
consumption influenced the expression intensity of the PHD3 protein and the chlorine
element and the tumor size of HIF-1a protein expression. This study presents
unpublished data on the elemental profile, habits and expression of HIF-1a and
PHD3 with the prognostic factors and survival of patients with squamous cell
carcinoma of the oral cavity.

Keywords: Squamous cell carcinoma; oral cancer; chlorine; HIF-1a; PHDS;
elementary profile.
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INTRODUCAO

Na atualidade, o cancer é um grande problema na saude publica mundial (SIEGEL
et al., 2017). Dentre os diversos tipos tumorais frequentes na populagdo mundial, o
carcinoma de cabeca e pescoco € um tipo altamente maligno e agressivo e
apresenta uma elevada taxa de morbidade e mortalidade (JOU; HESS 2017). No
Brasil, a Organizacdo Mundial de Saude, estimou para o ano de 2018, 10.457 casos
novos de cancer da cavidade oral nos homens e 4.316 em mulheres, o que
correspondem a uma prevaléncia estimada de 18,9 novos casos a cada 100 mil
homens e 8,1 a cada 100 mil mulheres (World Health Organization, 2018).

Entre as principais localizacbes anatdmicas do cancer de cabeca e pescoco, 0s que
acometem a cavidade oral correspondem a cerca de 40%, os de laringe a 25% e o0s
de faringe a 15% (DOBROSSY, 2005).

O carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermoide € a principal variante
histol6gica e corresponde a cerca de 90% dos casos de tumores da cavidade oral,
faringe e laringe (LEEMANS et al, 2011; PFISTER et al, 2017). E um tipo tumoral
com etiologia complexa e multifatorial, atingindo principalmente individuos com faixa
etaria entre 50 e 70 anos e que possuam histérico de consumo de tabaco e alcool,
além de suscetibilidade genética e infeccdo por HPV, nos casos de cancer de
orofaringe (GILLISON et al., 2007; HAN et al., 2010; LEEMANS et al., 2011;
PFISTER et al., 2017).

O consumo, individual ou combinado, de tabaco e alcool sdo apontados como os
principais fatores associados ao risco de cancer oral (FERREIRA; ROCHA, 2010).
Sozinha a fumaga do tabaco, que contém centenas de moléculas cancerigenas
conhecidas (SINGH et al., 2011), sdo capazes de atuar provocando uma provavel
inducdo de danos ao DNA o que levaria a0 aumento das mutacdes e uma maior
suscetibilidade a mutacdes em genes relacionados ao céancer (HECH, 2003).
Quando associado o consumo de alcool e tabaco, os dois atuam sinergicamente e
aumentam em 65% o risco de se desenvolver o cancer de cavidade oral (INCA,
2015).

Especificamente, em tumores de cabeca e pescogo, o consumo de 50 g/dia de

alcool aumenta em até trés vezes o risco do desenvolvimento quando comparado



14

aos ndo consumidores de bebidas alcodlicas (BAAN et al., 2007). E importante
ressaltar ainda que a amplitude do risco para tumores de cabeca e pescoco é devido
a interagcdo entre o consumo de alcool e o tabagismo, onde os riscos séo
multiplicados (SZYMANSKA et al., 2011).

A presenca de elementos quimicos, metais ou ndo, em tumores esta associada a
progressdo e possivel prognostico. Em tumores de mama diversos trabalhos
reportaram o papel de elementos na génese e progressdao desta neoplasia.
Majewska et al., (1997), por exemplo, relatam diferengas nas concentragbes dos
elementos P, S, K, Ca, Mn, Fe, Se e Rb, quando comparados tumores benignos e
malignos. Silva et al., (2012) relataram que a quantificacdo de elementos tracos é
um potencial marcador em tumores mamarios e destacam que pacientes com a
presenca do elemento cromo apresentaram uma menor sobrevida. Geraki et al.,
(2004), destacam que as concentracdes dos elementos potassio e zinco foram

maiores em tumores da mama em comparacao a tecido mamario normal.

Alguns metais podem interferir com a atividade de proteinas Fe(ll)-e-2-oxoglutarato-
dependente, uma classe de proteinas que possui no seu sitio catalitico um atomo de
ferro +2. A literatura nos traz que, o ferro pode ser substituido na presenca de metais
gue possuem maior afinidade com o nucleo catalitico, fazendo a perda de funcéo
enzimatica. Entre as proteinas Fe(ll)-e-2-oxoglutarato-dependente esta a PHD3 uma
prolil hidroxilase reguladora da HIF1 (hypoxia-inducible factor-1), que € a proteina
mais importante da via de hipoxia, controlando a expressado génica de mais de 100
genes (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008).

Diante do exposto, este trabalho avaliou a caracterizagao elementar em amostras de
carcinoma células escamosas da cavidade oral, bem como verificou a associacdo do
uso do tabaco no perfil elementar para relagcdo com o progndéstico e a sobrevidas
dos pacientes. Além disso, o presente trabalho avaliou a expressao das proteinas
HIF1-a e PHD3 e sua relagdo com os habitos tabagista e etilista, assim como
relacionou a expressédo dessas proteinas a presenca de elementos quimicos nas

mesmas amostras de carcinoma de células escamosas de cavidade oral.
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REVISAO DE LITERATURA

Epidemiologia e fatores de risco do cancer de cavidade oral

O cancer € um importante problema de saude publica em todo o mundo (SIEGEL et
al., 2017). Para o ano de 2018 a incidéncia mundial estimada é de 18 milhdes de
casos e 9,5 milhdes de mortes por cancer. No Brasil, em 2018, foi estimado a
ocorréncia de novos casos de céncer de cavidade oral em 10.457 homens e 4.316
mulheres. E o nono mais frequente em homes e o décimo sétimo em mulheres, no
pais. A prevaléncia em 5 anos € de 18,9 a cada 100 mil homens e 8,1 a cada 100
mil mulheres (World Health Organization, 2018).

Dentre os diversos tipos de tumores que acometem a populagcdo mundial, o cancer
de cabeca e pescoco, uma denominacdo coletiva baseado em definices
anatdbmicas e topograficas para descrever tumores malignos do trato aero digestivo
superior, que compreende a cavidade bucal, a faringe e a laringe (DOBROSSY,
2005), € um tipo altamente maligno e agressivo com elevado perfil de morbidade e
mortalidade (JOU; HESS, 2017).

Um dos principais subgrupos de carcinomas de cabeca e pescoc¢o é o cancer oral,
gue envolve a mucosa da boca (labios, base da lingua, lingua, assoalho da boca e
palato duro) e faringe (orofaringe, hipofaringe e nasofaringe). Aproximadamente 40%
dos tumores de cabeca e pescoco ocorrem na cavidade oral, 15% ocorrem na
faringe, 25% ocorrem na laringe (DOBROSSY, 2005).

Esses tumores respondem por 354.864 mil casos em 2018, com os dois tergcos
ocorrendo em homens. Em todo o mundo, estima-se 177.384 mil mortes (World
Health Organization, 2018). Na figura 1, pode-se observar a estimativa crescente de

novos casos de cancer oral até o ano de 2040 em todo o mundo.
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Figura 1. Numero estimado incidéncia mundial de casos de cancer de labio e
cavidade oral, em ambos os sexos e todas as idades, de 2018 a 2040. Fonte:

GLOBOCAN 2018 - International Agency for Research on Cancer 2018
(http://gco.iarc.fr/).

Das diversas variantes histolégicas, o carcinoma de células escamosas ou
carcinoma epidermoide representa mais de 90% dos casos de tumores da cavidade
oral, faringe e laringe (LEEMANS et al., 2011; PFISTER et al., 2017).
Historicamente, acomete principalmente individuos entre a quinta e sétima décadas
de vida com o habito de consumo de tabaco e alcool, também pode ser decorrente
de infeccdo por HPV e suscetibilidade genética (GILLISON et al., 2007; HAN et al.,
2010; LEEMANS et al., 2011; PFISTER et al., 2017). Vale ressaltar que estudos
epidemioldgicos identificaram uma incidéncia crescente de carcinoma de células
escamosas de cavidade oral entre individuos brancos com menos de 45 anos
(PATEL et al., 2011; LIU et al., 2016).

A fumaca do cigarro é uma mistura complexa de produtos quimicos, dentre os quais
pelo menos 60 causam cancer, pela provavel inducdo de danos ao DNA, o que
levaria a um incremento da carga de mutagcdes somaticas e uma maior possibilidade

de adquirir mutacdes genes relacionados ao cancer (HECHT, 2003).

A avaliacdo do genoma de tumores associados ao tabagismo permite a reavaliagédo
da compreenséo atual da fumaca do tabaco como fator de risco para o cancer de
cavidade oral, devido a uma assinatura mutacional distinta que a mesma imprime
nos genomas (ALEXANDROV; STRATTON, 2014).
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Essa compreensdo € possivel, pois o0 genoma de uma célula tumoral carrega
mutacOes somaticas que sdo consequéncias cumulativas dos processos de danos e
reparacao do DNA e as ag¢les globais de sequenciamento fornecem um acervo de
milhares de mutacdes sométicas de tumores distintos, proporcionando, assim, uma
oportunidade para se decifrar as assinaturas de processos mutacionais no cancer
humano (JOU; HESS, 2017).

Além disto, os efeitos indiretos do tabagismo devem ser considerados, seja eventos
epigenéticos ou eventos relacionados ao sistema imunoldgico tais como a
inflamacé&o e/ou disturbios metabdlicos (PICKERING et al., 2014; ALEXANDROV et
al., 2016).

O risco conferido pelo consumo de alcool é significativo e aumenta em trés vezes a
possibilidade de céancer de cavidade oral e faringe e cerca de duas vezes o risco de
cancer de laringe e o consumo combinado entre o cigarro e a bebida potencializa os
seus efeitos individuais (SAPKOTA et al.,, 2008). Lee et al., (2008), incluem o
tabagismo passivo como fator de risco. A baixa ingestédo de frutas e vegetais é ainda
descrito como fatores associados ao surgimento destes tipos tumorais (SAPKOTA et
al., 2008).

Nas ultimas décadas, a incidéncia geral de cancer de células escamosas de cabeca
e pescoco (CCECP) vem diminuindo nos Estados Unidos, Europa e Australia,
enquanto a incidéncia de cancer de células escamosas orofaringea (CCEQO) vem
aumentando (CHATURVEDI et al., 2011). Essas tendéncias sao atribuiveis a um
declinio no uso do tabaco e a associacdo de cepas de alto risco de papilomavirus
humano (hr-HPV), em particular HPV16, com CCEO. A infeccdo por HPV16 é aceita
como um fator de risco independente para o CCEO e o status do HPV € o marcador
prognoéstico (ANG et al., 2010; GILLISON et al., 2015).

Fatores progndésticos

Os fatores prognésticos sdo de grande relevancia em diversas doengas, pois por
meio deles & possivel tragar um melhor caminho para o tratamento. No cancer de
cabeca e pescoco isso nao é diferente, pois importantes fatores prognésticos como

a positividade para o virus do papiloma humano (HPV), o sitio e o estadio TMN, as
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comorbidades e os marcadores moleculares direcionam qual a terapia a ser utilizada
nos pacientes com grupos de caracteristicas comuns (van den BREKEL et al., 2002;
MEHANNA et al., 2010).

Para o cancer de cabeca e pescoco a expectativa de sobrevivéncia é distinta para
cada sitio. Pacientes com tumores nos labios apresentam taxa de sobrevida de 93%,
na cavidade oral é de 51%, enquanto na hipofaringe é de apenas 19%. Pacientes
gue apresentam tumores maiores e com disseminacdo nodal tem uma taxa de
sobrevida baixa (MEHANNA et al., 2010). A idade e o estadio avancado, e o elevado
consumo de alcool sédo preditores desfavoraveis para a sobrevida desse tipo de
tumor. A duracdo do consumo de tabaco, antes do tumor primario, € ainda fator de

risco para o surgimento de tumores secundarios (LEONCINI et al., 2015).

Vérias caracteristicas prognosticas relacionadas ao tumor e aos pacientes estdo
descritas, contudo existe pouca informacao disponivel de como superar 0s riscos e
direcionar a modalidade terapéutica. Assim, na pratica clinica o estadio TNM e a
presenca ou auséncia de doenca extranodal estdo incluidas no processo de tomada
de decisdo (WENDT; BANK, 2002).

Pacientes com carcinoma epidermoide de cabeca e pesco¢co com status positivo
para HPV apresentam uma melhor taxa de sobrevida, especialmente para 0s casos
de céancer orofaringeos (CALIFANO et al.,, 1996; GILLISON et al.,, 2000). Essa
positividade, em pacientes com cancer primario, estd associada a uma
sobrevivéncia maior e a um menor risco de recidiva tumoral, com taxa global de
sobrevida de 88% (AXELSSON et al., 2017).

Além dos parametros progndsticos classicos TNM, crescimento extranodal, volume
tumoral, carga de linfonodos, extenséo da necrose tumoral, classificacdo histologica,
a hipoxia no tumor tem valor progndstico, e as estratégias para superar o efeito
adverso séo investigadas (WENDT; BANK, 2002).

Santos et al., (2012), sugeriram que a expressao da proteina HIF-1a (Hypoxia-
inducible factor 1-alpha) seja utilizada como marcador, pois podem auxiliar na
decisé@o de radioterapia pos-operatoria e no estabelecimento de prognostico. Esses
autores relataram que uma baixa expressao de HIF-1a pode indicar a necessidade
de margens cirdrgicas mais extensas. Mendes et al., (2014), também sugerem que a

avaliacdo da expressao de HIF-1a no infiltrado inflamatorio possa ser usada como
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marcador de progndstico para o carcinoma de células escamosas da cavidade oral
(MENDES et al., 2014).

As prolil hidroxilases (PHDs) séo dioxigenases Fe(ll)-e-2-oxoglutarato-dependente e
sao as principais reguladoras da atividade de HIF-1a (SEMENZA, 2003; POLLARD
et al., 2008). Hogel et al (2013) demostraram que o aumento da expressao de PHD3
sob hipdxia aumenta a progressao do ciclo celular e a sobrevivéncia do carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoc¢o. Por outro lado, Liu et al., (2013)
destacaram que a PHD3 desempenha papéis significativos na supressao do
crescimento, angiogénese, diferenciacdo e metastase e promocado da apoptose de
tumores em condicBes hipoxicas, podendo tornar-se uma ferramenta para novas

abordagens na investigagao tumoral.

Além dos biomarcadores descritos acima, outros ainda sdo associados a um
prognéstico diferenciado em cancer de cabeca e pesco¢o. Do mesmo modo, o sitio
especifico da doenca tem efeito significativo na expressdo de biomarcadores
(ZHANG et al., 2017).

A compreensdo dos diversos fatores que contribuem para o prognéstico de
pacientes com cancer de cabeca e pescoco, permite uma avaliacdo precisa do risco
e promove o desenvolvimento de melhores estratégias de tratamento. Além disso,
surgem novas terapias especificas, que permitem aos clinicos diminuir o risco

associado a fatores moleculares adversos (KIM et al., 2013).

Relacéo da HIF-1a e PHD3 na hipdxia e no cancer oral

As células de mamiferos podem encontrar situacdes de hipoxia. Para adaptar-se e
sobreviver a essa condicdo, as células desenvolvem mecanismos que envolvem a
ativacao/estabilizacdo de reguladores transcricionais. Esses mecanismos sao
mediados por varios sistemas que incluem os co-reguladores da transcricdo, 0s
complexos modificadores de cromatina, as enzimas de modificagéo de histonas e as
alteracdes na metilacdo do DNA (TSAI; WU, 2014).

Em células tumorais a hipéxia é uma caracteristica fundamental em muitos
microambientes. O perfil da transcricdo de genes em resposta a hipoxia pode

estratificar os pacientes em termos de progndostico, prever o beneficio das terapias
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modificadoras da hipoxia e aumentar a compreensdo das complexidades da sua
biologia (HARRIS et al., 2015).

Essas observagbes sugerem a existéncia de mecanismos de feedback dinamico
entre os fatores que geram respostas favoraveis a sobrevivéncia do tumor. O estudo
e conhecimento dos mecanismos de modificacdo da cromatina local e global em
resposta a alteracBes no microambiente do tumor hipoxico podem trazer novos

rumos para a terapia de pacientes com cancer (PRICKAERTS et al., 2016).

O fator induzido por hipéxia 1 (HIF-1) desempenha um papel fundamental na
reprogramacao do metabolismo do céancer auxiliando na promocéo da progressao
tumoral (SEMENZA, 2010). O complexo HIF-1 é um heterodimero composto de
subunidades alfa e beta e sua atividade é dependente da disponibilidade da
subunidade alfa. Em condi¢cdes de normodxia, HIF-1a é constantemente sintetizada,
porém sofre modificacdo pos-traducional pelas prolil hidroxilases (PHDs). A
hidroxilagéo de prolina em HIF-1a resulta na ligagao da proteina von Hippel-Lindau e
consequente ubiquitinagcdo e degradacdo proteossomal da mesma (KAELIN;
RATCLIFFE, 2008).

Em condicbes de hipoxia, a atividade das PHDs s&o inibidas pela baixa
disponibilidade de oxigénio, uma vez que elas sdo dioxigenases Fe(ll)-e-2-
oxoglutarato-dependente e sua atividade tém como requisito obrigatério o di-
oxigénio como co-substrato (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008). Com essa
inibicdo, a subunidade HIF-1a fica estavel e ativa, a qual se desloca para o nucleo e
se dimeriza com a subunidade HIF-13, e associa-se com co-ativadores
transcricionais induzindo a transcricdo de genes envolvidos em processos como
metabolismo celular, crescimento e apoptose, entre outros protagonistas da

adaptacao a baixa oxigenacao (SEMENZA, 2003).

A via da HIF-1 regula uma macica cascata de transcricdo operacional em
praticamente todas as células de animais e traduz uma ampla gama de respostas a
hipoxia. As principais respostas desencadeadas estdo relacionadas pela expressao
de componentes da matriz celular, fatores de crescimento e citocinas, enzimas
metabdlicas, fatores de transcricdo, reguladores epigenéticos, reguladores de
sobrevida e diferenciacdo celular, entre outros (BISHOP; RATCLIFFE, 2014).



21

Em revisdo sistematica, Swartz et al. (2015), apontaram que HIF-1a, HIF-2a, CA-IX
(Carbonic anhydrase 1X), GLUT-1 (GlucoseTransporter 1) e OPN (Osteopontin)
como os biomarcadores mais estudados em hipdxia tumoral. Relatam ainda, que a
expressao desses biomarcadores foi associada a uma pior sobrevida, quase que

independente da terapia utilizada.

Mendes et al. (2014), verificaram que fraca expressdo de HIF-1a no infiltrado
inflamatério das margens tumorais e no tumor aumentaram a recidiva e o risco de
morte em 30%, em comparacdo com a forte expressdo nas margens do tumor,

definindo um alto risco independente de qualquer outro fator.

Santos et al., (2012), relataram que a expressao fraca de HIF-1a é um marcador
independente para recidiva local, representando um risco aumentado superior a 7
vezes em relacdo a expressao forte, o que leva esses autores a sugerir a utilizacédo
da expressdo da proteina HIF-1a como marcador para avaliar melhor as opgdes

terapéuticas em pacientes com cancer de cabeca e pescoco.

Alguns elementos quimicos podem interferir com a atividade de proteinas e assim
modificar a expressdo das mesmas. Por exemplo, o ferro pode ser substituido por
outros elementos de maior afinidade com o ndcleo catalitico, fazendo a perda de
funcdo enzimatica (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008).

Elementos quimicos e cancer

A Organizag¢do Mundial da Saude (OMS), agrupou os elementos tragos em 3 grupos
de acordo com a significancia nutricional em humanos: elementos essenciais: |, Zn,
Se, Cu, Mo, Cr, Fe e Co; elementos provavelmente essenciais: Mn, Si, Ni, B, V;
elementos potencialmente toxicos, alguns dos quais podem contudo apresentar
algumas funcdes essenciais em niveis baixos de concentracdo: F, Pb, Cd, Hg, As,
Al, Li, Sn (WHO, 1996).

Sabe-se que alguns elementos tracos representam importantes fatores de risco
gquando em concentracdes alteradas, uma vez que podem induzir desordens
patologicas (CARVALHO et al.,, 2007). A distribuicdo dos elementos tracos nos

orgaos e fluidos corporais €, na maioria das vezes, heterogénea e além disto, varios
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desses elementos desempenham um papel importante na carcinogénese
(MAJEWSKA et al., 1997).

Mediante ao supracitado sabe-se que a fumaca do tabaco € uma mistura com mais
de 5.000 substancias, e muitas delas sdo toxicas e cancerigenas (TALHOUT et al.,
2011). Entre as inUmeras substancias tem-se varios compostos inorganicos como o
arsénio, calcio, cloro, cobalto, cobre, cromo, ferro, magnésio, manganés, niquel,
potéssio, zinco e outros (STEDMAN, 1968; FOWLES; BATES, 2000; TALHOUT et
al., 2011).

O niquel, por exemplo, presente na fumacga do cigarro € um co-carginébgeno que
atua indiretamente sobre o DNA e funciona como sinalizador das vias de varios
genes (CHEN et al., 2001; CRUZ et al., 2004; HUANG et al., 1996). Ainda induz alta
frequéncia de silenciamento por metilacdo e desacetilacdo de caudas de histonas
em regides promotoras, bem como uma variedade de modificacdes nas histonas,
como acetilacao, fosforilacdo e ubiquitinizacdo (GOLEBIOWSKI; KASPRZAK, 2005).
O niquel ainda pode substituir o nicleo metalico de algumas proteinas alterando
entdo sua atividade e prejudicando a homeostase do organismo (SALNIKOW;
ZHITKOVICH, 2008).

Outro exemplo é o arsénico, sua exposicdo crbnica esta associada a um risco
aumentado de cancer de pele, pulmdes, bexiga, figado, e possivelmente rins
(Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC), 2004), bem como uma
série de efeitos ndo cancerigenos (RAHMAN et al. 2007; STATES et al., 2009; WHO
2001). A exposicdo crbnica pode ocorrer por meio do habito tabagista, é
comprovado que o arsénio € constituinte do cigarro e foi identificado e medido tanto
no tabaco quanto na fumaca (CHANG et al., 2005). Observa-se também que a
presenca do elemento arsénio em amostras biolégicas da populacdo humana é
maior em fumantes do que aqueles n&do fumantes. (AFRIDI et al., 2010; BABALOLA
et al., 2007).

Os ions cloreto desempenham um papel relevante na homeostase celular e a
variacdo do seu fluxo estd associado a regulacdo do volume, processos secretorios
e manutenc¢ao do pH celular (FOSKETT, 1998; AUZANNEAU et al, 2006). Contudo,
pouco é esclarecido sobre o peso que alguns elementos podem ter sobre os fatores

prognésticos. Em cancer gastrico, por exemplo, a presenca do ion cloreto no
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citoplasma é fator chave para a acidificacdo lisossomal e a autofagia (HOSOGI et
al., 2014).

Estudos recentes demonstram que ions cloreto tem a capacidade de atuar como
segundo mensageiro, uma vez que sua concentracdo dentro da célula € dinamica,
sendo capaz de modular a atividade de proteinas transferina, glicose-6-fosfatase e
hemoglobina, dentre outras (CHEN et al, 2001).0 papel dos ions cloreto na fisiologia
celular é bem definido, contudo a sua relacdo com a patogénese do cancer ndo é
clara. Os canais de cloro ganharam destaque a partir da descoberta da ligacédo da
multidrug resistance protein (MDR/ P-glycoprotein) a atividade dos canais de cloreto
ativados por volume nas células cancerigenas de pacientes submetidos a
quimioterapia (SUH; YUSPA 2005).

Elementos, metais ou ndo, em tumores tem sido associada a progressao e possivel
prognéstico. Em tumores de mama, diversos trabalhos reportaram o papel de
elementos na génese e progressao deste tipo de cancer. Majewska et al., (1997),
por exemplo, relataram diferengas nas concentra¢des dos elementos P, S, K, Ca,
Mn, Fe, Se e Rb, quando comparados tumores benignos e malignos. Silva et al.,
(2012) relataram ainda que a quantificacdo de elementos tragcos € um potencial
marcador em tumores mamarios e destacam que pacientes com a presenca do
elemento cromo apresentaram uma menor sobrevida. Geraki et al.,, (2004),
destacaram que as concentracdes dos elementos potassio e zinco foram maiores

em tumores da mama quando comparados a tecido mamario normal.

A exposicdo ao longo da vida a altas concentracbes de Cr (VI) na agua potavel
resulta em danos intestinais e aumento dos tumores duodenais em camundongos.
Contudo, dados indicam que Cr (VI) ndo afeta 0 comportamento células intestinais e
fornecem evidéncias que o modo de acéo para o cancer intestinal induzido por Cr
(VI) em camundongos envolve ferimento crénico que resulta em hiperplasia da cripta
de enterdcitos (THOMPSON et al., 2015).

O cobre tem sido relacionado com a angiogénese, processo no qual sdo formados
novos vasos capilares a partir da vasculatura existente. A interrupcdo no
fornecimento de cobre em células tumorais e sistemas de xenoenxerto, demonstrou
a inibir a angiogénese. No entanto, a base biologica para a sensibilidade da

angiogénese ao cobre permanece obscura (FINNEYet al., 2009).



24

CAPITULO 1: ELEMENTAL CHARACTERIZATION IN SQUAMOUS
CELL CARCINOMA OF THE ORAL CAVITY AND ITS RELATIONSHIP
WITH PROGNOSIS AND SURVIVAL

Artigo submetido: Oral Oncology
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Abstract

Objectives: With the present study we aimed to perform elementary characterization, according to
smoking, in samples of cancer of the oral cavity and to relate with the prognostic factors and survival.
Materials and methods: For this, we used samples from 78 patients surgically treated from Head and
Neck Surgery Department of Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (ICAVC), Sdo Paulo, Brazil.
Samples were categorized according to the smoking habit being: never, stopped and current habit.
The elementary characterization was performed by uXRF were performed in the D09-XRF X-ray
Fluorescence light line at the National Synchrotron Light Laboratory, Campinas, Sado Paulo, Brazil.
The Chi square, Fisher exact tes and Multivariate logistic was used. Survival was calculated by the
number of months between surgery and death for each patient or the last appointment in case the
patient was alive. Results: The following elements were detected: magnesium, phosphorus, sulfur,
chlorine, potassium, calcium, chromium, manganese, iron, zinc, cobalt, nickel, copper, arsenic and
bromine, so that they were associated with smoking habits, current consumption. Regarding the
prognosis, magnesium was related to disease-free survival and chlorine and chromium with relapse so
that these were shown to be a protective factor against the occurrence of relapse. Conclusion: Thus,
we characterize oral cancer with the presence of the elements above according to smoking. The study
presents unpublished data about the relationship of the profile of elements in squamous cell

carcinoma samples of the oral cavity with the habits, the prognosis and the survival of the patients.
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Introduction

Head and neck cancer is considered a highly malignant and aggressive type with a high morbidity and
mortality profile [1], which one of the major subgroups is oral cancer accounting for 40% of tumors,
being for 382,000 (2.21%) cases and 176,000 (1.97%) cancer deaths worldwide in the year 2016, with
two-thirds occurring in men [2,3].

Among the histological variants of oral cavity cancer, squamous cell carcinoma accounts for more than
90% of the cases [4,5], and affects mainly individuals between 50 and 70 years of age with the
consumption habit of tobacco and alcohol, and may also be due to HPV infection, genetic
susceptibility and passive smoking [4-8].

Individual or combined consumption of tobacco and alcohol are indicated as the main factors
associated with risk of oral cancer. Tobacco smoke itself, which contains hundreds of known
carcinogenic molecules [9], is capable of acting provoking a probable induction of DNA damage [10].

It is known that tobacco smoke is a mixture with more than 5,000 substances, and many of them are
toxic and carcinogenic [11]. Among those substances, there are several inorganic compounds such as
arsenic, calcium, chlorine, cobalt, copper, chromium, iron, magnesium, manganese, nickel, potassium,
zinc and others [12,13].

The main functions of such elements are described in the literature. Arsenic, for example, may induce
the increase of reactive oxygen species causing damage to proteins, lipids and DNA [14]. Nickel, on
the other hand, induces high frequency of silencing by methylation and deacetylation of histone tails in
promoter regions [15]. Chloride ions play an important role in cellular homeostasis and its flow
variation is associated with volume regulation, secretory processes and maintenance of cellular pH
[16,17].

However, the weight of some elements in prognostic factors is not clear. In gastric cancer, for
example, the presence of the chloride ion in the cytoplasm is a key factor for lysosomal acidification
and autophagy [18].

In breast tumors, a few papers report the role of elements in the genesis and progression of breast
cancer. For example, Majewska et al. [19] report differences in the concentrations of P, S, K, Ca, Mn,
Fe, Se, and Rb elements when comparing benign and malignant breast tumors.

Silva et al. [20] also reported that the quantification of trace elements is a potential marker in breast
tumors and emphasize that patients with the presence of the copper element presented lower survival.

Geraki et al., [21], point out that potassium and zinc concentrations were higher in breast tumors.
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Therefore, our objective was to perform the elementary characterization, according to smoking, in

samples of cancer of the oral cavity and to correlate with the prognostic factors and survival.

Material and methods
Ethics

This study was approved by the Committees of Ethics Research of the Federal University of
Espirito Santo (1.359.363) and the Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (1.422.077). The

informed consent term was waived.

Samples

Samples were collected by the Head and Neck Genome Project (GENCAPOQ), a collaborative
consortium created in 2002 with more than 50 researchers from 9 institutions in Sdo Paulo State,
Brazil, whose aim is to develop clinical, genetic and epidemiological analysis of HNSCC. In this study,
78 tumoral tissue samples were obtained and used for elementary characterization, within a total of 78
patients with oral squamous cell carcinomas, surgically treated at the Head and Neck Surgery
Department of Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (ICAVC), Sdo Paulo, Brazil, during the
period of January/2012 to May/2015. The clinical follow-up was at least 24 months after surgery.
Previous surgical or chemotherapic treatment, distant metastasis, no removal of cervical lymph nodes
and positive surgical margins were exclusion criteria. Histopathological slides were reviewed by a

senior pathologist to confirm the diagnosis and select appropriate areas for analysis.

Among analyzed individuals, mean age was 63.69 years (df +11.01) being 54 (69.3%) for men

and 24 (30.7%) for women (Table 1).
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Table 1. Epidemiological and prognostic features.

Feat Total
eatures No. %)
Gender
Female 24 30.7
Male 54 69.3
Age, yr
mean 63,69, df+11,01
Smoker
No 14 17.9
Yes, in the past 23 29.5
Yes, currently 41 52.6
Alcohol user
No 17 21.8
Yes, in the past 27 34.6
Yes, currently 34 43.6
Therapy
Radiotherapy
No 25 32.1
Yes 53 67.9
Chemotherapy
No 59 75.6
Yes 19 24.4
Disease relapse
No 63 80.7
Yes 15 19.3
Disease specific death
No 49 62.8
Yes 29 37.2
Total 78 100.0

The samples were categorized according to the smoking habit being: never, stopped and
current habit. For the history of tobacco consumption, the samples were categorized in: Already
consumed tobacco (No: never, Yes: stopped + current) and currently consume tobacco (No: never +

stopped, Yes: current).

Tissue microarrays

Tissue microarrays (TMA) were made using 10% buffered formalin-fixed sections embedded in
paraffin of 78 primary oral cavity epidermoid carcinomas of patients surgically treated at the ICAVC,
following a methodology described by Cajaiba et al.,, [22]. Two representative tumor areas was
performed by two experienced pathologists from slides stained with Hematoxylin and Eosin. Two 1.5
mm diameter cylinders were drilled from each sample and reintroduced into paraffin receptor blocks
using a tissue microarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, USA). Sections were then
removed from the TMA, mounted on microscopy slides. A pathologist checked the content of each

spot. Spots bent or missing more than 70% of the tissue were excluded.



30

Elementary characterization

The measurements of uXRF were performed in the D09-XRF X-Ray Fluorescence light line at
the National Synchrotron Light Laboratory, Campinas, S&o Paulo, Brazil [23]. After removal of the
histological sections, the tumor tissue cylinders were removed from the TMA and underwent dewaxing

and rehydration with xylene and alcohol, respectively.

The samples, with a mean thickness of 450 um and a density of 0.54 g / cm3, were placed on
plastic support with Ultralene® film and taken to the D09-XRF light line equipment. To obtain the
spectra, a white beam with a power range of 4 to 24 keV and dimensions of 2 mm2 was used to excite
the samples for 20 seconds. The fluorescent X rays emitted by the samples were detected using a
high-resolution spectrometer, based on a Silicon Dirifft detector with 8 ym thick beryllium window and
active area of 7 mm2. A 45 mm aluminum filter was used in the bundle and the sample holder was
positioned at 21 mm and at a 45 ° angle to the detector. All measurements were performed at room
temperature and normal pressure.

Nine measurements were performed in a 3x3 matrix and averaged to obtain the final spectrum
used in the analyzes. For the adjustment of the characteristic X-ray spectra, determination of the

elements and their respective fluorescent intensities, the PyMca 5.0.0 program was used [24].

Statistical Analysis

The chi square and Fisher exact tests were used for association analysis (significance
considered when p<0.05). Multivariate logistic regression was used to obtain odds ratio (OR) and
confidence intervals (Cl 295%). Survival was calculated by the number of months between surgery
and death for each patient or the last appointment in case the patient was alive. To calculate disease-
free survival, the time endpoint was the date of disease relapse. The Kaplan-Meier model was used
for survival analysis, using the Wilcoxon p-value and the Cox Proportional Hazards to adjust p-values,
obtain hazard ratio (HR) and confidence intervals (Cl 295%). The values of OR and HR were adjusted
by lymph node status (TNM). Statistical calculations were performed using the IBM SPSS

STATISTICS® v. 20, 2011 softwares.
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Results

Smoking and elementary characterization

With obtained data it was possible to carry out the elementary characterization of oral squamous cell
carcinoma samples from 78 patients. The following elements were detected by used technique:
magnesium, phosphorus, sulfur, chlorine, potassium, calcium, chromium, manganese, iron, zinc,
cobalt, nickel, copper, arsenic and bromine.

When stratifying the elementary characterization by smoking, a significant association of smoking
habit were verified with elements magnesium (p=0.000), where the highest magnesium presence rate
was found in the individuals who stopped smoking; chromium (p=0.006), in which the highest rate of
this element was in individuals who abandoned smoking; manganese (p=0.002), individuals who never
smoked were not present and for both arsenic and bromine elements (p = 0.011 for both), which those
who stopped or smoked had the highest rates of presence of the elements (Supplementary table 1).
Regarding de history of tobacco use, arsenic and bromine showed association (p = 0.026 for both),
where such elements were absent in most individuals who never consumed tobacco. Data also
revealed an association between the chromium element and the historical one (p=0.003), where
chromium was absent in most cancer samples of individuals who never consumed tobacco
(Supplementary table 1).

About current tobacco consumption, stratification of the elementary characterization presented an
association between the chlorine element and the current consumption of tobacco (p = 0.043), in
which only 25% of the individuals who consume tobacco currently had the presence of the element
chlorine in tumor samples and nickel (p=0.005), where the element was present in less than 3% of the

tumor samples of patients who do not currently consume tobacco (Supplementary table 1).

Epidemiological and prognostic factors in oral cancer

When verifying the relation of the epidemiological factors with the prognosis in oral cancer, it was
observed that among the 78 patients studied the recurrence occurred in 15 patients (19.3%). Of these,
one patient was female (6.7%) and 14 males (93.3%). For age, relapse occurred in 12 patients aged

less than 63 years (80.0%) and in three patients older than 63 years (20.0%) (Table 2).
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Relapse showed a significant association with age and sex (p = 0.017 and p = 0.020, respectively,
Table 2). The multivariate analysis showed that the age over 63 years is a protective factor for
recurrence (OR = 0.194, Cl = 0.04-0.93, Table 3) and that male is a risk factor for relapse (OR =
9,095, Cl = 0.95-87.10, Table 3). Sex was also significantly associated with disease-free survival
(Wilcoxon p = 0.019). It is observed that in the first 18 months after surgery 25% of the male patients

presented recurrence while only 5% of the female patients relapsed (Figure 1a).

Recurrence also showed a significant association with history of smoking, alcohol consumption,
history of alcohol consumption and current alcohol consumption (p = 0.037, p = 0.042, p = 0.016 and p
= 0.043, respectively, Table 2). And the history of smoking showed a significant association with
disease-free survival (Wilcoxon p = 0.042). It is observed that at 18 months after surgery, 25% of
patients with a history of tobacco use had recurrence while those who never consumed tobacco did
not recur (Figure 1b).

For death from cancer, it was observed that of the 78 patients studied, 29 died of cancer (37.2%). Of
these, five were female (17.2%) and 24 males (82.8%). Of the patients younger than 50 years 2 died
of cancer (6.9%), in the age range of 51 to 60 years the total number of deaths was 15 patients
(51.7%) and 12 patients older than 60 years were death (41.9%) (Table 2).

In a bivariate analysis, death was significantly associated with gender, age, history of tobacco
consumption, current consumption of tobacco, alcohol consumption and current alcohol consumption

(p =0.039, p=0.030, p =0.045, p =0.022, p = 0.040 and p = 0.011, respectively, Table 2).
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Recurrence Death
Characteristic No Yes P value No Yes P value
N (%) N (%) N (%) N (%)
Sex
Female 23 36.5 1 6.7 0.020 19 38.8 5 17.2  0.039
Male 40 63.5 14 933 30 61.2 24 82.8
Age
< 63 years 29 46.0 12 80.0 0.017 22 449 19 655 0.078
> 63 years 34 54.0 3 20.0 27 551 10 345
Age group
<50 years 5 7.9 2 13.3 0.104 5 10.2 2 6.9 0.030
51 a 60 years 18 28.6 8 53.3 11 224 15 51.7
> 60 years 40 63.5 5 33.3 33 67.3 12 419
Smoking
Never 14 22.2 0 0.00 0.121 12 245 2 6.9 0.051
Stopped 17 27.0 6 40.0 16 327 7 24.1
Current 32 50.8 9 60.0 21 429 20 69.0
History of tobacco
consumption
No 14 22.2 0 0.00 0.037 12 245 2 6.9 0.045
Yes 49 77.8 15 100.0 37 755 27 931
Current tobacco
consumption
No 31 49.2 6 400 0.521 28 57.1 9 31.0 0.022
Yes 32 50.8 9 60.0 21 429 20 69.0
Alcoholism
Never 17 27.0 0 0.00 0.042 13 26.5 4 13.8 0.040
Stopped 22 34.9 5 33.3 20 40.8 7 24.1
Current 24 38.1 10 66.7 16 32.7 18 62.1
History of alcohol
consumption
No 17 27.0 0 0.00 0.016 13 26.5 4 13.8 0.151
Yes 46 73.0 15 100.0 36 735 25 86.2
Current alcohol
consumption
No 39 61.9 5 33.3 0.043 33 67.3 11 379 0.011
Yes 24 38.1 10 66.7 16 327 18 62.1
Radiotherapy
No 22 34.9 3 20.0 0.213 17 347 8 27.6 0516
Yes 41 65.1 12 80.0 32 65.3 21 724
Chemotherapy
No 51 81.0 8 53.3 0.025 42 85.7 17 58.6 0.007
Yes 12 19.0 7 46.7 7 14.3 12 41.4
Total 63 100.0 15 100.0 49 100.0 29 100.0
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Figure 1. Disease-free survival curve of patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity
according to sex (A), current tobacco consumption (B), manganese (C) and chlorine (D).

Current tobacco consumption showed a significant association with disease-specific survival
(Wilcoxon p = 0.039). In the first 36 months after the surgical follow-up, approximately 20% of non-
smokers currently died of cancer, while in the same period 60% of those who consumed tobacco

today died (Figure 2a).
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Figure 2. Disease-specific survival curve of patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity
according to current tobacco consumption (A) and current alcohol consumption (B).
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Current alcohol consumption revealed a significant association with specific disease survival
(Wilcoxon p = 0.039). It is noted that in the first 36 months after the surgical treatment approximately
25% of patients who do not consume alcohol are currently dead and 60% of those who consume
alcohol are currently dead in the same period (Figure 2b). The multivariate analysis revealed that
current alcohol consumption is a risk factor for death due to this cancer (OR = 2,844, Cl = 1.00-8.01,
Table 3) and risk factor for a worse specific disease survival (HR = 1,804, Cl = 0.80-4.06, Table 4).

Table 3 — Multivariate analysis of recurrence, death, lymph node status, sex, age, history of alcohol
consumption and status of the chlorine element.

Multivariate analysis

Variables Rurrence Death
OR (Cl 95%) p OR (Cl 95%) p

N (TNM)*

Negative 1 1

Positive 4912 (1.20-20.06) 0.027 5.614 (1.93-16.26) 0.001
Sex

Female 1

Male 9.095 (0.95-87.10) 0.055
Age

<63 years 1

> 63 years 0.194 (0.04-0.93) 0.040
Current alcohol consumption

No 1

Yes 2.844 (1.00-8.01) 0.048
Chlorine

Absence 1

Present 0.105 (0.01-0.63) 0.014

*TNM classification 7th edition.

Table 4 — Multivariate analysis of disease-free survival, disease-specific survival, lymph node status,
age, current alcohol consumption, status of chlorine and manganese elements.

Cox Proportional Cox Proportional
Variables Disease relapse survival Disease specific survival
HR (Cl 95%) p HR (Cl 95%) p

N (TNM)*

Negative 1 1

Positive 5.021 (1.73-14.56) 0.003 3.081 (1.38-6.85) 0.006
Age

<63 years 1

> 63 years 0.264 (0.07-0.95) 0.042
Current alcohol consumption

No 1

Yes 1.804 (0.80-4.06) 0.154
Chlorine

Absence 1

Present 0.194 (0.04-0.87) 0.033
Manganese

Absence 1

Present 1.751 (0.81-3.75) 0.151

*TNM classification 7th edition.
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Elements and prognosis in oral cancer

When verified the association of elements found with prognosis of patients with oral cancer,
we noticed the relation of some elements with prognosis.

Regarding the manganese element, an association with disease-free survival can be observed
(Wilcoxon p=0.008). It as shown that in the first 12 months after surgical follow-up, approximately 30%
of patients with manganese present in the oral cavity cancer samples presented recurrence while less
than 5% of the non-manganese patients relapsed (Figure 1c).

For elemental characterization stratified by relapse, we observed a significant association
between chlorine and chromium with relapse (p = 0.037 and p = 0.034, respectively, supplementary
table 2). In the multivariate analysis, it can be verified that the presence of the chlorine element in the
samples of tumors of the oral cavity is an independent protection factor for the relapse, generating a
reduced risk (OR = 0.105, CI = 0.01-0.63, Table 3).

For this element, we also found that at 18 months after the surgical follow-up, 25% of the
patients without chlorine recurred, whereas in the same period only 5% of the patients with the
chlorine element presented recurrence (Figure 1d). The multivariate analysis revealed that the
presence of the chlorine element is an independent protective factor for better disease-free survival,

conferring a reduced risk (HR = 0.194, Cl = 0.04-0.87, Table 4).

Discussion and conclusions

Tobacco smoke is a complex, dynamic and reactive mixture with more than 5,000 chemicals
[25]. Among the thousands of substances may find various compounds such as magnesium metal,
potassium, calcium, chromium, manganese, iron, cobalt, nickel, copper and zinc, semimetal arsenic,
non-metal chlorine, enter another [11, 12, 13].

In our study the elements magnesium, chromium, manganese, arsenic and bromine were
associated with smoking habits. The elements chromium, cobalt, arsenic and bromine were
associated with the history of tobacco consumption while the elements chlorine and nickel with current
consumption of tobacco. These relationships are because cigarette smoke, when ingested, leads to
innumerable chemical substances and compounds, among them the elements found in the tumor

samples of the present study.
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The relationship of some of these elements with carcinogenesis is described in the literature,
but their role in prognostic factors is still poorly understood. To our knowledge, this is the first study to
perform elemental characterization of tumor samples from patients with squamous cell carcinoma of
the oral cavity and to correlate with epidemiological, prognostic and survival factors. A similar
approach was performed in patients with breast cancer [19, 20, 21].

In relation to the genus, it is not yet recognized as a prognostic factor for oral cancer, although
some authors have pointed to different patterns of sociodemographic and clinical-pathological
distribution in men compared to women [26-30].

In a study, Jerjes et al. [31] identified relapse in 23/65 men and 20/50 women, and the gender
factor was not identified as risk. In the present study, the relapse was higher among men and the
multivariate analysis indicated the male gender as a risk factor for relapse. These factors may be due
to the fact that oral cavity cancer affects more males than females, with a mean proportion of 3.09/1
[32-35], in our study the proportion was 2.25/1.

Moreover, the different health outcomes between men and women may be due to different
exposures to social factors throughout life, however, it is not clear that there is a greater vulnerability
to exposures by women compared to men, suggesting that the odds are similar for poor health
impacts of both [36].

Regarding age, it was verified that patients over 63 years old presented less relapse, that is,
the age over 63 years proved to be a protective factor for the occurrence of relapse and for better
disease-free survival. In fact, several authors point out that younger patients have a worse prognosis
[31]. In the United States, Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER) report that
cancer of the oral cavity and pharynx is most often diagnosed in people between 55 and 64 years of
age, with median age at 63 years [37].

It is also known that squamous cell carcinoma mainly affects individuals aged between 50 and
70 years who have the smoking and alcohol habits, as well as HPV infection and genetic susceptibility
[4, 6, 8].

Tobacco and alcohol consumption are indicated as the main factors associated with the risk of
oral cancer [3]. And the associated consumption of the two act synergistically and increases the risk of

developing oral cavity cancer by 65% [38]. In our study, we identified an association between relapse
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and history of tobacco use, alcohol consumption, history of alcohol consumption, and current
consumption of alcohol.

The death from this cancer was associated with the history of tobacco consumption, current
tobacco consumption, alcohol consumption and current consumption of alcohol. The multivariate
analysis showed the current consumption of alcohol as a risk factor for death and worse disease-
specific survival.

In fact, data from the World Health Organization show that there is a growing number of
problems associated with excessive consumption of alcohol and tobacco [39]. In head and neck
tumors, the magnitude of the risk is due to the synergism between alcohol consumption and smoking
where the risks are multiplied [40], and both of which lead to a higher risk of oral cavity cancer in men
than in women [41].

Moreover, tobacco consumption and alcohol influence overall survival, which highlights the
need to help patients to stop using these substances [42]. In addition, studies point to consistent
evidence that patients who maintain a smoking habit after being diagnosed with head and neck cancer
have the lowest survival rates and the highest rates of recurrence [43].

Regarding the elemental characterization, of the elements found in the samples, chromium
was associated with relapse and manganese with disease-free survival.

Chromium in low concentrations can be used for medicinal purposes, being also involved in
the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins, but in sufficiently high concentrations it becomes
toxic and carcinogenic [44]. Chromium acts in the body as a cofactor in insulin, facilitating its
connection with receptors [45].

The chlorine element was associated with relapse, as a protective factor for recurrence and for
better disease-free survival. Chloride ions play an important role in cellular homeostasis under
physiological and pathological conditions, with greater physiological relevance. Thus, the variation in
CI- flux is associated with cell volume regulation, secretory processes and maintenance of cellular pH,
essential to maintain enzymatic activity, as well as the cell cycle [16, 17, 46, 47].

Recent studies have shown that chloride ions have the ability to act as a second messenger,
since their concentration within the cell is dynamic, being able to modulate the activity of transferrin,

glucose-6-phosphatase and hemoglobin proteins, among others [48].
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The role of chloride ions in cellular physiology is well defined, yet its relation to the pathogenesis of
cancer is unclear. Chlorine channels have gained prominence from the discovery of the binding of
multidrug resistance protein (MDR/P-glycoprotein) to the activity of volume-activated chloride channels
in the cancer cells of patients undergoing chemotherapy [49].

In our study, the relationship between the presence of the chlorine element as a protection
factor for recurrence and better disease-free survival can be explained by some factors: 1) alteration in
intracellular pH - tumor cells reside in an acid environment and intracellular processes compensate
conditions to maintain viability and proliferation [50]; 2) changes in the actin cytoskeleton - several
members of the CLC family bind to the actin cytoskeleton and actin binding is important for the
regulation of Cl transport by these proteins [51]; 3) cell cycle interference - the chloride channel activity
of the CLC and CLIC families were associated with changes in the cell cycle, CLC2 is regulated by
cdc2/cyclinB suggesting a mechanism for the activation of the M phase [52], CLIC-4 is located in the
centrosome and middle of the M-phase cells and CLIC-1 is expressed on the plasma membrane
during phase M of CHO-K1 cells [53].

The mechanisms shown suggest that patients with the presence of chlorine may have some
alteration in the chlorine kernels and therefore present this element more and this possible change is
favoring the apoptosis of tumor cells, preventing / diminishing the relapse and increasing the survival.
However, further studies to verify possible changes in chlorine channels are appropriate, based on the
results presented here.

In addition, the study presents unpublished data the relation of the profile of elements in oral

squamous cell carcinoma samples of the oral cavity with habits, prognosis and survival of patients.
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Supplementary table 1. Elemental characterization of oral cavity squamous cell carcinoma samples according to patients'

smoking habits.

(to be continued)

Smoking Habit

History of Tobacco Consumption

Current Tobacco Consumption

Element Never Stoppet Current P No Yes P No Yes P

N (%) N (%) N (%) value N (%) N (%) value N (%) N (%) value
Magnesium
Absent 14 100.00 15 65.22 40 97.56 0.000 12 85.71 57 89.06 0.722 31 83.78 38 92.68 0.191
Present 0 0.00 8 34.78 1 2.44 2 14.29 7 10.94 6 16.22 3 7.32
Phosphorus
Absent 1 7.14 1 4.35 3 7.32 0.891 2 14.29 3 4.69 0.184 2 5.41 3 7.32 0.549
Present 13 92.86 22 95.65 38 92.68 12 85.71 61 95.31 35 94.59 38 92.68
Sulfur
Absent 0 0.00 1 4.35 0 0.00 0.298 0 0.00 1 1.56 0.638 1 2.70 0 0.00 0.474
Present 14 100.00 22 95.65 41 100.00 14 100.00 63 98.44 36 97.30 41 100.00
Chlorine
Absent 12 85.71 14 60.87 24 58.54 0.174 11 78.57 39 60.94 0.213 28 75.68 22 53.66 0.043
Present 2 14.29 9 39.13 17 41.46 3 21.43 28 39.06 9 24.32 19 46.34
Potassium
Absent 4 28.57 3 13.04 7 17.07 0.480 5 35.71 9 14.06 0.056 8 21.62 6 14.63 0.422
Present 10 71.43 20 86.96 34 82.96 9 64.29 55 85.94 29 78.38 35 85.37
Calcium
Absent 1 7.14 0 0.00 0 0.00 0.099 1 7.14 0 0.00 0.179 1 2.70 0 0.00 0.474
Present 13 92.86 23 100.00 41 100.00 13 92.86 64 100.00 36 97.30 41 100.00
Chromium
Absent 13 92.86 9 39.13 23 56.10 0.006 13 92.86 32 50.00 0.003 24 64.86 21 51.22 0.223
Present 1 7.14 14 60.87 18 43.90 1 7.14 32 50.00 13 35.14 20 48.78
Manganese
Absent 14 100.00 10 43.48 28 68.29 0.002 12 85.71 40 66.67 0.095 26 70.27 26 63.41 0.521
Present 0 0.00 13 56.52 13 31.71 2 14.29 26 33.33 11 29.73 15 36.59
Iron
Absent 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000
Present 14 100.00 23 100.00 41 100.00 14 100.00 64 100.00 37 100.00 41 100.00
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Supplementary table 1. Elemental characterization of oral cavity squamous cell carcinoma samples according to patients' smoking
habits.

(conclusion)

Smoking Habit History of Tobacco Consumption Current Tobacco Consumption
Element Never Stoppet Current P No Yes P No Yes P

N (%) N (%) N (%) value N (%) N (%) value N (%) N (%) value
Cobalt
Absent 12 85.71 18 7826 39 9512 0.1212 10 71.43 59 92.19 0.050 32 86.49 37 88.46 0.433
Present 2 14.29 5 21.74 2 4.88 4 28.57 5 7.81 5 13.51 4 11.54
Nickel
Absent 14  100.00 20 86.96 33 80.49 0.191 13 92.86 54 84.38 0.409 36 97.30 31 75.61 0.005
Present 0 0.00 3 13.04 8 19.51 1 7.14 10 15.63 1 2.70 10 24.39
Copper
Absent 1 7.14 1 4.35 2 4.88 0.927 1 7.14 3 4.69 0.706 2 5.41 2 4.88 0.652
Present 13 92.86 22 95.65 39 95.12 13 92.96 61 95.31 35 94.59 39 95.12
Zinc
Absent 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000
Present 14  100.00 23 100.00 41 100.00 14 100.00 64  100.00 37 100.00 41 100.00
Arsenic
Absent 9 64.29 4 17.39 12 29.27 0.011 8 57.14 17 26.56 0.026 14 37.84 11 26.83 0.298
Present 5 35.71 19 82.61 29 70.73 6 42.86 47 73.44 23 62.16 30 73.17
Bromine
Absent 9 64.29 4 17.39 12 29.27 0.011 8 57.14 17 26.56 0.026 14 37.84 11 26.83 0.298
Present 5 35.71 19 82.61 29 70.73 6 42.86 47 73.44 23 62.16 30 73.17

Total 14 100.0 23 100.0 41 100.0 14 100.0 64 100.0 37 100.0 41 100.0
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Supplementary table 2. Elemental characterization versus prognostic
characteristics
Recurrence Death

Element Yes P value No Yes P value

N (%) N (%) N (%) N (%)
Magnesium
Absent 54 85.7 15 100.0 0.129 44 89.8 25 86.2 0.446
Present 9 14.3 0 0.0 5 10.2 4 13.8
Phosphorus
Absent 4 6.3 1 6.7 0.620 5 10.2 0 0.0 0.090
Present 59 93.7 14 93.3 44 89.8 29 100.0
Sulfur
Absent 1 1.6 0 0.0 0.807 1 2.0 0 0.0 0.628
Present 62 98.4 15 100.0 48 98.0 29 100.0
Chlorine
Absent 37 58.7 13 86.7 0.037 31 63.3 19 65.5 0.841
Present 26 41.3 2 13.3 18 36.7 10 34.5
Potassium
Absent 11 175 3 20.0 0.532 8 16.3 6 20.7 0.627
Present 52 82.5 12 80.0 41 83.7 23 79.3
Calcium
Absent 1 1.6 0 0.0 0.807 1 2.0 0 0.0 0.628
Present 62 98.4 15 100.0 48 98.0 29 100.0
Chromium
Absent 40 63.5 5 33.3 0.034 39 59.2 16 55.2 0.729
Present 23 36.5 10 66.7 20 40.8 13 44.8
Manganese
Absent 45 71.4 7 46.7 0.067 35 71.4 17 58.6 0.246
Present 18 28.6 8 53.3 14 28.6 12 41.4
Iron
Absent 0 0.0 0 0.0 1.000 0 0.0 0 0.0 1.000
Present 63 100.0 15 100.0 49 100.0 29 100.0
Cobalt
Absent 54 85.7 15 100.0 0.129 43 87.8 26 89.7 0.554
Present 9 14.3 0 0.0 6 12.2 3 10.3
Nickel
Absent 54 85.7 13 86.7 0.645 41 83.7 26 89.7 0.353
Present 9 14.3 2 13.3 8 16.3 3 10.3
Copper
Absent 3 4.8 1 6.7 0.561 4 8.2 0 0.0 0.149
Present 60 95.2 14 93.3 44 91.8 29 100.0
Zinc
Absent 0 0.0 0 0.0 1.000 0 0.0 0 0.0 1.000
Present 63 100.0 15 100.0 49 100.0 29 100.0
Arsenic
Absent 18 28.6 7 46.7 0.177 16 32.7 9 31.0 0.544
Present 45 71.4 8 53.3 33 67.3 20 69.0
Bromine
Absent 18 28.6 7 46.7 0.177 16 32.7 9 31.0 0.544
Present 45 71.4 8 53.3 33 67.3 20 69.0
Total 63 100.0 15 100.0 49 100.0 29 100.0
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CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE ORAL: RELACAO
ENTRE HIF-1a, PHD3, PERFIL ELEMENTAR QUIMICO, PROGNOSTICO E
SOBREVIDA

RESUMO

A correlacdo entre os elementos tracos e o processo de carcinogénese, deve-se ao
potencial citotoxico de alguns destes quando disponiveis em concentracdes
excedentes. Somado a este, estudos recentes descreveram a associagcdo destes
elementos com a regulacdo de vias relacionadas a progressao tumoral e com o
prognostico a ser observado, dentre essas vias esta a via da hipoxia que tem o seu
principal regulador a HIF1. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
analisar a associacdo dos habitos tabagista e etilista e da caracterizacdo elementar
na expressdo das proteinas HIF1-a e PHD3, assim como a relacdo com o
progndéstico e a sobrevida de pacientes com carcinoma de células escamosas de
cavidade oral. Foram obtidas 78 amostras carcinoma de células escamosas de
cavidade oral, juntamente com as amostras foram obtidas informagdes
clinicopatolégicas, de estilo de vida e acompanhamento clinico. Das amostras foram
confeccionados tissue microarrays, 0s quais foram submetidas a analise por uXRF,
para a caracterizacdo elementar e andlise de imuno-histoquimica para verificar a
expressao das proteinas HIF1-a e PHD3. Foi verificado a expressédo nuclear de HIF-
1a em 68 amostras e de HIF-1a citoplasmatica em 71 amostras de carcinoma de
células escamosas de cavidade oral. A expresséo nuclear de PHD3 foi observada
em 49 amostras e de PHD3 citoplasmatica em 48 amostras. Foi verificada ainda a
relacdo do tamanho tumoral com a intensidade de marcagdo da HIF-1a nuclear e
positividade da expressdo de PHD3 citoplasmatica com o estadio clinico avangado.
Verificou-se também que os tumores T3/T4 e a presenca de cloro aumentam as
chances de apresentarem expressao forte de HIF-1a citoplasmatica e que o estadio
clinico, o consumo atual de alcool e a presenca do elemento cromo influenciam na
expressdo da PHD3. Para as sobrevidas, foi observado a associagdo da sobrevida
livre de doenga com o status linfonodal, ao passo que a sobrevida doenca-especifica
foi associada ao status linfonodal e ao estadio clinico avancado. Com o presente
trabalho foi possivel concluir que existe uma associagdo do tamanho tumoral e da
presenca de cloro com intensidade expresséao citoplasmatica de HIF-1a, bem como

a associacao estadio clinico avangado e do consumo atual de alcool na positividade
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de expresséao citoplasmatica de PHD3 e da presenca de cromo com a intensidade
de expressao citoplasmatica da mesma proteina. Conclui-se também que o status
linfonodal e o estadio clinico sdo importantes no progndstico e sobrevida dos
pacientes. Esse estudo apresenta dados inéditos sobre o perfil elementar, os hbitos
e a expressao de HIF-1a e PHD3 com os fatores progndsticos e sobrevida de

pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral.

Palavras-chave: Céancer oral; caracterizacdo elementar; habito tabagista; etilismo;

anti-HIF-1a; anti-PHD3; sobrevivéncia.
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INTRODUCAO

Elementos tracos definem-se como elementos inorganicos, disponiveis em
baixas concentracdes, e que participam de mecanismos bioquimicos que garantem
a homeostase biolégica (MAJEWSKA et al., 1997). Segundo a Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS), estes dividem-se em trés grupos que sao: elementos essenciais,
elementos provavelmente essenciais e elementos potencialmente toxicos (WHO,
1996).

A correlacao entre os elementos tracos e 0 processo de carcinogénese, deve-
se ao potencial citotoxico de alguns destes quando disponiveis em concentracfes
excedentes (MAJEWSKA et al., 1997). Como exemplo descrito na literatura tem-se o
niquel que pode atuar no silenciamento génico, por mecanismos epigenéticos e pela
substituicdo do ndcleo metalico de algumas proteinas, como as da familia das
dioxigenases Fe(ll)-e-2-oxoglutarato-dependente, que alteram entdo sua atividade e
prejudicando a homeostase do organismo (CHEN et al., 2001; CRUZ et al., 2004;
GOLEBIOWSKI; KASPRZAK, 2005; SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008).

Estudos recentes descreveram a associacdo dos elementos tracos com a
regulacdo de vias relacionadas a progressao tumoral e com 0 prognostico a ser
observado (FINNEY et al., 2009), nesse sentido, os elementos tracos podem
relacionar-se com a ativacao e silenciamento de genes que controlam a proliferacéao
celular como, por exemplo, os de hipdxia. A protecdo contra hipéxia em tumores é
um passo importante no desenvolvimento e progressdo tumoral, com ativacdo do
complexo transcricional hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), que sob as condi¢des de
hipoxia tumoral, promove a transcricdo de mais de 100 genes que atuam em

mecanismos especificos para evitar a morte celular (KOH et al., 2010).

O complexo HIF-1 é um fator de transcricdo composto por uma subunidade -
alpha e uma subunidade — beta: sob condi¢gbes de hipdxia, a subunidade HIF1a é
estabilizada e translocada do citoplasma para o nucleo, onde dimeriza com a
subunidade HIF1B, também conhecida como ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator) formando o complexo HIF-1 transcricionalmente ativo, que se
associa com coativadores transcricionais e promove a expressdo de genes
envolvidos em processos do metabolismo celular, crescimento, apoptose,
angiogénese, metastase, dentre outros protagonistas da adaptacdo a baixa

oxigenagao. O nivel intracelular de HIF1a €& regulado principalmente pela
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estabilidade da proteina. Sob condigbes de normodxia, a HIF1a € constantemente
sintetizada, mas € rapidamente degradada apo6s sofrer modificacdo pos traducional
pelas prolil hidroxilases (PHDs). A hidroxilagdo da prolina na HIF1a resulta na
ligacdo da proteina von Hippel-Lindau e consequente ubiquitinacdo e degradacéo
proteossomal, enquanto torna-se estavel e ativa sob condi¢cdes de hipdxia (STOLZE
et al., 2006).

A hipdxia é encontrada em diferentes graus na maioria dos tumores solidos,
que contém regides hipoxicas devido a alteracdes estruturais ou quantitativas nos
vasos. No carcinoma epidermoide de cavidade oral, hipoxia e densidade vascular
reduzida estdo relacionadas a um pior prognéstico e sdo responsaveis pela
resisténcia a quimioterapia e radioterapia (SCHODER et al.,, 2009). Células
hipoxicas requerem de 2,5-3 vezes a dose de radiacdo para produzirem 0 mesmo
nivel de apoptose do que as células Oxicas. Além disso, células que sobrevivem ao
severo estresse hipdéxico adquirem resisténcia a diversas alteracfes fisioldgicas e

nao fisioldgicas, incluindo radio e quimioterapia (SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo analisar a associacéo
dos habitos tabagista e etilista e da caracterizacdo elementar na expressao das
proteinas HIF1-a e PHD3, assim como a relacdo com o progndstico e a sobrevida de

pacientes com carcinoma de células escamosas de cavidade oral.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica e amostras

Foram obtidas amostras do Projeto Genoma de Cabeca e Pescoco
(GENCAPOQO), um grupo multi-institucional e multidisciplinar, atuante desde 2002 na
coleta de dados clinicos e epidemiolégicos, além de amostras tumorais de pacientes

diagnosticados com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco.

Neste estudo, foram obtidas 78 amostras de tecido tumoral de pacientes com
carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados cirurgicamente no
Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho (ICAVC), Sao Paulo, Brasil, durante o
periodo de janeiro/2012 a maio/2015. As amostras foram utilizadas para analise

elementar quimica e para avaliar a expressao das proteinas HIF-1a e PHD3. Todos
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0s casos tém confirmacao histolégica por meio de nova analise histopatologica e do
diagnéstico, com seguimento minimo de 24 meses a partir do tratamento inicial,
realizado de acordo com a rotina estabelecida pelo Servico de Anatomia Patoldgica
do ICAVC.

Para a uniformidade da casuistica, foram excluidos os casos com tratamento
prévio a cirurgia e com metastase a distancia. Foram retirados 0s casos sem
informacgdes relevantes para o estudo ou representatividade das amostras para a
andlise histopatoldgica e imuno-histoquimica. Juntamente com as amostras tumorais
em blocos de parafina, foram obtidas informacfes quanto ao estilo de vida, habitos
alimentares, de tabagismo e etilismo, além de informacgfes clinicas referente a

modalidade de tratamento e laudo anatomopatologico.

As amostras foram categorizadas de acordo com o habito tabagista, sendo:

nunca fumou, parou de fumar e fuma atualmente.

Tissue microarrays

Os tissue microarrays (TMA) foram confeccionados usando secdes fixadas
em formalina tamponada a 10% e embebidas em parafina de 78 carcinomas de
células escamosas primarios de cavidade oral de pacientes tratados cirurgicamente
no ICAVC, seguindo metodologia descrita por Cajaiba et al., 2006. A selecdo das
duas areas tumorais representativas, foi realizada por dois patologistas experientes
a partir de laminas coradas com Hematoxilina e Eosina. Dois cilindros de 1,5 mm de
diametro foram perfurados de cada amostra e reintroduzidos em blocos de parafina
receptores usando um tissue microarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring, MD,
EUA). As seccgbes de 3 um de espessura foram entéo retiradas do TMA, montadas
em laminas de microscopia. Um patologista verificou o conteido de cada spot. Os
spots dobrados ou com auséncia de mais de 70% do tecido foram excluidos. Ao final
nao foi possivel avaliar trés amostras para a proteina HIF1-a e cinco amostras para
a proteina PHD3, sendo que dessas cinco, trés eram as mesmas que ndo foram

avaliadas para HIF1-a.
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Caracterizacao elementar

Apos a retirada das secc¢des histoldgicas, os cilindros de tecido tumoral foram
retirados dos TMA e passaram pelo processo de desparafinizacdo e reidratacao,
com xileno e alcool, respectivamente.

As amostras, com espessura média de 450 pum e densidade de 0,54 g/cm?,
foram dispostas em suporte plasticos com filme de Ultralene® e levadas aos
equipamentos da linha de luz D0O9-XRF. Para aquisicdo dos espectros, utilizou-se
um feixe branco com faixa de energia de 4 a 24 keV e dimensées de 2 mm? para
excitar as amostras durante 20 segundos. Os raios X fluorescentes emitidos pelas
amostras foram detectados utilizando um espectrémetro de alta resolucéo, baseado
em um detector Silicon Drifft com janela de berilio de 8 um de espessura e area ativa
de 7 mm?2. Utilizou-se um filtro de aluminio de 45 mm no feixe e o suporte com a
amostra foi posicionado numa distancia de 21mm e num angulo de 45° em relacéo
ao detector. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente e
pressdo normal.

Foram realizadas nove medidas em uma matriz de 3x3 e realizada uma média
para obtencdo do espectro final utilizado nas andlises. Para o ajuste dos espectros
dos raios X caracteristicos, determinacdo dos elementos e suas respectivas
intensidades fluorescentes, foi realizada uma anéalise de uma amostra de referéncia
certificada, Standard Reference Material® 1577b “Bovine Liver”, produzida pelo
National Institute of Standards and Technology (NIST), sob as mesmas condicdes
das amostras teste, o programa computacional PyMca 5.0.0 (SOLE et al., 2007) foi a
base para as analises.

As medidas de pXRF foram realizadas na linha de luz de Fluorescéncia de
Raios-X D09-XRF no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Séo Paulo,
Brasil (Pérez et al., 1999).

Reacgé&o de imuno-histoquimica

As laminas de TMA foram submetidas a reacdo de imuno-histoquimica na
qual foi utilizado o Kit da Spring Bioscience® (California, Estados Unidos, PMB1-
250). Inicialmente as laminas foram hidratadas na bateria de xilol e alcool. Em
seguida, as laminas foram incubadas com solucéo de recuperagao antigénica 3 em

1 pH 6 em banho maria, em tempertaura de 98°C por 45 minutos. Apds este tempo
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foram deixadas em solucao de EDTA (1mM, pH 8 - 9) por 10 minutos para blogueio
da reacdo de recuperacdo antigénica. Em seguida foi feito o bloqueio de peroxidade
por 15 minutos por meio da utilizacdo de uma camara umida. Novamente foram
imersas em solucdo de EDTA por 5 minutos, processo este repetido por mais trés
vezes. Em seguida, procedeu-se o bloqueio de proteina por 15 minutos através da
solucdo de bloqueio do kit. Apds o blogueio foi aplicado o anticorpo de interesse
diluido em diluente de anticorpo e deixado sobre a lamina em média por 1 hora e 30
minutos em temperatura ambiente (Tabela 1).

Tabela 1. Anticorpos utilzados no estudo e suas referidas diluicoes

Produto Descricdo Diluicdo Imundgeno

Anticorpo anti-HIF-1  alpha [ESEE122] Mouse 1/1600 HIF-1 alpha humano

(ab8366 - Abcam®) monoclonal (aa 300-550)

Anticorpo anti-PHD3 (ab30782 -Abcam®) Rabbit 1/800 PHD3/prolil hidroxilase
polyclonal humana

ApOs a incubacdo com os anticorpos primarios diluidos, conforme
apresentado na tabela 1, as laminas foram imersas em solucdo de EDTA por 5
minutos, etapa repetida por mais duas vezes e em seguida foi aplicada a solucdo de
complemento por 10 minutos. Posteriormente, foi aplicada a solugéo de conjugado
HRP que foi deixada por 15 minutos sobre a lamina. As laminas foram novamente
imersas em solucdo de EDTA por 5 minutos, processo repetido por mais trés vezes.
Logo apéds, as laminas foram submetidas por 10 minutos ao cromégeno DAB Plus
diluido 1/50 em solucéo diluente de DAB e em seguida lavadas com agua destilada,
coradas com hematoxilina por 5 minutos e desidradatas na bateria de xilol e alcool.

Ao final de todas as etapas foi fixada a laminula com resina.

Avaliacdo da expresséo por microscopia otica

A analise da lamina foi feita utilizando microscopico 6ptico Zeiss® em
aumento de 100x e 400x. A expressdo das proteinas foi avaliada por dois
analisadores diferentes de forma independente, sendo reanalizados o0s casos

conflitantes.

A andlise para cada proteina foi semiquantitativa, sendo as amostras
classificadas segundo o percentual de células coradas em: 0 (0% de células
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marcadas), 1 (<10%); 2 (10 < 50%) e 3 (>50% de células marcadas); e pela

intensidade de coloracdo em: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte).

As pontuacgdes recebidas na classificagdo do porcentual de células coradas e
da intensidade de coloracdo foram multiplicadas e calculadas as suas médias para
cada amostra. Posteriormente, com base no score final, cada amostra foi
categorizada como expressao negativa (0), positiva fraca (1 < 3) ou positiva forte
(>3), seguindo a metodologia utilizada por trabalhos que fizeram analises
semelhantes ao presente estudo (SOINI et al., 2000; CAMPOS et al., 2009;
SANTOS et al., 2012; DU et al., 2013).

Analise estatistica

Para os testes de associagcdo foram utilizados o teste Qui-quadrado em

analise bivariada e, quando necessario, o teste exato de Fisher.

A regressao logistica multivariada por modelagem foi utilizada para ajustar os
valores do odds ratio (OR) e o intervalo de confianca (IC 95%). Para este teste,
foram consideradas estasticamente significantes aquelas variaveis que
apresentaram o valor de p<0,05. Entretanto, para a realizacdo da regressao logistica
multivariada por modelagem foram selecionadas todas aquelas caracteristicas que
obtiveram p<0,20 quando testada diante a caracteristica em questdo, em andlise
bivariada. Ressalto que apdls a realizacdo da analise multivariada por modelagem
apenas as caracteristicas com p<0,05 foram consideradas estatisticamente

significantes.

Para a analise da sobrevida foi calculado o intervalo de tempo (em meses)
entre as datas de cirurgia e Obito de cada paciente ou do ultimo retorno nos casos
de sobreviventes. Entretanto, o intervalo de tempo para a analise de sobrevida livre
de doencga foi calculado utilizando como ponto final a data de recidiva geral,
respectivamente, ou a data do ultimo retorno nos casos assintomaticos. As curvas
de sobrevidas foram avaliadas segundo o modelo Kaplan-Meier e o valor de p de

Wilcoxon.

Posteriormente, o modelo Cox Proportional Hazards foi utilizado ajustar os
valores do hazards ratio (HR) e o intervalo de confianca (IC 95%), considerando as

variaveis estatisticamente significantes aquelas com p<0,05. Entretanto, para a
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realizacdo da regressao logistica multivariada por modelagem foram selecionadas
todas aquelas caracteristicas que obtiveram p<0,20 quando testada diante a
caracteristica em questdo, em analise bivariada. Os célculos matematicos foram
realizados com a utilizagéo do programa IBM SPSS STATISTICS® v. 20, 2011.

Aspectos éticos

O estudo possui aprovacdo nos Comités de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo, sob parecer nimero 1.359.363 e do Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de
Carvalho, sob parecer nimero 1.422.077.

Os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) pelo Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e Pescoco e

para o presente estudo foi dispensada a assinatura do TCLE.

RESULTADOS

Expressao das proteinas

Os resultados das expressdes das proteinas HIF1-a e PHD3 de amostras
tumorais de pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral,

podem ser observados na tabela 2.

Na figura 1 é possivel observar os padrdes de expressao da proteina HIF1-a e
na figura 2 os padrdes de expressao de PHD3 em amostras de carcinoma de células
escamosas da cavidade oral.

Tabela 2. Distribuicdo das expressfes das proteinas HIF1-a e PHD3 de amostras
tumorais de pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral.

Positividade Intensidade

Proteina Negativa Positiva Fraca Forte

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)

HIF1l-a nuclear 7 9,3 68 90,7 26 38,2 42 61,8
HIF1-a citoplasmatica 4 53 71 94,7 26 36,6 45 63,4
PHD3 nuclear 24 32,9 49 67,1 32 65,3 17 34,7

PHD3 citoplasmatica 25 34,2 48 65,8 34 69,4 14 30,6
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Figura 1. Fotomicrografia da expressao da proteina HIF1-a em carcinoma de células escamosas de
cavidade oral. (A) Imunomarcacdo citoplasmatica de intensidade fraca (*). (B) Imunomarcacao
citoplasmatica de intensidade forte (+) e nuclear de intensidade forte (cabeca de seta). Barras: 100
pm (A) e 50 um (B).

Figura 3. Fotomicrografia da expressao da proteina PHD3 em carcinoma de células escamosas de
cavidade oral. (A) Amostra negativa para expressdo de PHD3. (B) Imunomarcacao citoplasmética de
intensidade fraca e nuclear de intensidade forte. (C) Imunomarcagédo citoplasmatica e nuclear de
intensidade forte. Barras: 100 um (A; B) e 50 pm (C).
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Caracteristicas clinicopatoldgicas e o padrao de expressao

A relacdo da expressdo nuclear de HIF1l-a com as caracteristicas
clinicopatolégicas, revelou uma associacdo da intensidade de marcacdo com o
tamanho tumoral, tanto na categorizagdo em pT1, pT2, pT3 e pT4 (p = 0.047) quanto
na categorizacao agrupada em pT1/pT2 e pT3/pT4 (p = 0.021). No qual a maioria

dos individuos com marcacao nuclear forte eram pT3 e pT4 (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise bivariada da expressao HIF1-a no nucleo com as caracteristicas
clinicopatolégicas.

Positividade Intensidade
Caracteristicas clinicopatolégicas Negativa Positiva p Fraca Forte p
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)

Tamanho do tumor

T1 2 91 20 90,9 0,166 9 450 11 55,0 0,047
T2 4 211 15 78,9 9 600 6 400

T3 1 59 16 941 2 125 14 875

T4 0 0,0 17 100,0 6 353 11 64,7
Tamanho do tumor

pT1, pT2 6 146 35 854 0,088 18 51,4 17 48,6 0,021
pT4, pT4 1 29 33 971 8 242 25 758
Linfonodos

Negativo 6 12,2 43 87,8 0,226 20 46,5 6 24,0 0,065
Positivo 1 38 25 96,2 23 535 19 76,0
Estadio

I 0 0 0 0 0,104 0 0 0 0 0,259
Il 1 11,1 8 889 4 50,0 4 50,0

11 3 214 11 78,6 6 545 5 455

v 2 4,0 48 96,0 15 31,3 33 68,8
Estadio

[, 10, 11 4 17,4 19 82,6 0,074 10 526 9 47,4 0,103
v 2 40 48 96,0 15 31,3 33 68,9
Agressividade Tumoral

Pouco agressivo 6 12,2 43 87,8 0,226 20 46,5 23 53,5 0,065
Bem agressivo 1 38 25 96,2 6 240 19 76,0

Grau de diferenciacado

Bem 1 91 10 90,9 0,860 4 40,0 6 60,0 0,066
Moderadamente 4 69 54 931 18 33,3 36 66,7

Pouco 0 00 3 100,0 3 1000 O 0,0

Para a expressdo citoplasmatica de HIF1l-a, foi possivel observar uma

associacdo do tamanho tumoral (p = 0.003), no estadio clinico (p = 0.014) e no grau
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de diferenciacdo (p = 0.031), nos quais a maioria dos individuos eram pT3/pT4,

estadio clinico IV e grau de diferenciacdo moderado (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise bivariada da expressdo HIFl-a no citoplasma com as

caracteristicas clinicopatologicas.

Positividade Intensidade

Caracteristicas Negativa Positiva p Fraca Forte p
clinicopatologicas No

No. (%) No. (%) No. (%) (%)
Tamanho do tumor
T1 0 0,0 22  100,0 0,097 11 50,0 11 50,0 0,003
T2 3 15,8 16 84,2 9 56,3 7 438
T3 1 59 16 94,1 0 0,0 16 100,0
T4 0 0,0 17  100,0 6 353 11 64,7
Tamanho do tumor
pT1, pT2 3 7,3 38 92,7 0,382 20 52,6 18 47,4 0,003
pT4, pT4 1 2,9 33 97,1 6 18,2 27 81,2
Linfonodos
Negativo 8,2 45 91,8 0,174 20 444 25 556 0,072
Positivo 0,0 26  100,0 6 23,1 20 76,9
Estadio
I 0 0 0 0 0,099 0 0 0 0 0,049
Il 0 0,0 9 100,0 5 556 4 444
11 2 14,3 12 85,7 7 583 5 417
v 1 2,0 49 98,0
Estadio
I, 10, 11 2 8,7 21 91,3 0,232 12 57,4 9 429 0,014
v 1 2,0 49 98,0 13 26,5 36 735
Agressividade
Tumoral
Pouco agressivo 4 8,2 45 91,8 0,174 20 444 25 556 0,072
Bem agressivo 0 0,0 26 100,0 6 23,1 20 76,9
Grau de
diferenciacdo
Bem 0 0,0 11 100,0 0,685 5 455 6 545 0,031
Moderadamente 3 52 55 94,8 16 291 39 70,9
Pouco 0 0,0 3 100,0 3 1000 O 0,0

Nao foram observadas associacdes significativas da expressdo nuclear de

PHD3 com nenhuma das caracteristicas clinicopatolégicas estudadas (Tabela 5).



Tabela 5. Analise bivariada da expressao PHD3

clinicopatolégicas.
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no nucleo com as caracteristicas

Positividade Intensidade

Caracteristicas clinicopatolégicas Negativa Positiva p Fraca Forte p

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Tamanho do tumor
T1 9 391 14 60,9 0,802 8 571 6 429 0,178
T2 5 294 12 70,6 7 583 5 41,7
T3 4 250 12 75,0 11 91,7 1 83
T4 6 353 11 64,7 6 545 5 455
Tamanho do tumor
pT1, pT2 14 35,0 26 65,0 0,671 15 57,7 11 42,3 0,234
pT4, pT4 10 30,3 23 69,7 17 739 6 26,1
Linfonodos
Negativo 16 32,7 33 67,3 0,954 20 60,6 13 39,4 0,253
Positivo 8 333 16 66,7 12 750 4 250
Estadio
I 0 0 0 0 0,223 0 0 0 0 0,213
Il 5 556 4 444 2 500 2 500
1] 3 21,4 11 78,6 5 455 6 545
v 15 31,3 33 68,8 24 72,7 9 27,3
Estadio
I, 1, 111 8 348 15 65,2 0,766 7 465 8 53,3 0,080
v 15 31,3 33 68,8 24 727 9 27,3
Agressividade Tumoral
Pouco agressivo 16 32,7 33 67,3 0,954 20 60,6 13 39,4 0,253
Bem agressivo 8 333 16 66,7 12 750 4 250
Grau de diferenciagao
Bem 3 333 6 66,7 0,993 4 66,7 2 333 0,910
Moderadamente 18 31,6 39 684 25 64,1 14 359
Pouco 1 333 2 66,7 1 500 1 50,0

Em relagdo a expressao citoplasmatica de PHD3, foi possivel observar uma

associagao significativa entre a positividade com o estadio clinico (p = 0.012). A

maioria dos pacientes negativos para a PHD3 citoplasmatica estavam no estadio

clinico Il (Tabela 6).
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Tabela 6. Analise bivariada da expressédo PHD3 no citoplasma com as
caracteristicas clinicopatolégicas.

Positividade Intensidade
Negativa Paositiva p Fraca Forte p
Caracteristicas clinicopatolégicas No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)

Tamanho do tumor

T1 9 391 14 60,9 0,708 10 71,4 4 286 0,701
T2 7 41,2 10 58,8 8 800 2 200

T3 4 25,0 12 75,0 9 750 3 250

T4 5 294 12 70,6 7 583 5 417
Tamanho do tumor

pT1, pT2 16 40,0 24 60,0 0,254 18 750 6 250 0,525
pT4, pT4 9 273 24 727 16 66,7 8 33,3
Linfonodos

Negativo 16 32,7 33 67,3 0,682 21 63,6 12 36,4 0,097
Positivo 9 375 15 62,5

Estadio

I 0 0 0 0 0,012 0 0 0 0 0,207
Il 7 778 2 222 1 500 1 500

1] 4 286 10 714 5 50,0 5 500

v 13 27,1 35 729 27 771 8 229
Estadio

I, 1, 111 11 47,8 12 52,2 0,084 6 50,0 6 500 0,076
v 13 27,1 35 729 27 771 8 229
Agressividade Tumoral

Pouco agressivo 16 32,7 33 67,3 0,682 21 63,6 12 36,4 0,097
Bem agressivo 9 375 15 625 13 86,7 2 133

Grau de diferenciagao

Bem 2 222 7 77,8 0,801 3 429 4 57,1 0,168
Moderadamente 19 33,3 38 66,7 28 73,7 10 26,3
Pouco 1 333 2 66,7 2 100,0 0 0,0

Caracteristicas prognosticas

Em relacdo as caracteristicas prognésticas foram analisados os seguintes
parametros: recidiva geral (local + regional + a distancia), recidiva local e o 0Obito
pelo cancer. Na andlise multivariada a recidiva global revelou associacéo
significativa com o status linfonodal (p = 0.031), o consumo atual de &lcool (p =
0.003) e a expresséo citoplasmatica de PHD3 (p = 0.005, Tabela 7).

De acordo com os dados obtidos a positividade citoplasmatica de PHD3
aumenta o risco de o paciente apresentar recidiva em aproximadamente 18 vezes

(OR = 18.486, IC = 2.40-142.12). A analise multivariada revelou ainda que o risco
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dos pacientes que consomem alcool atualmente recidivarem é cerca de 12 vezes
superior aos que ndo consomem (OR =12.676, IC = 2.43-65.95) (Tabela 7).

Em analise por regresséo logistica multivariada, o 6bito mostrou associagéo
significativa com o status linfonodal (p = 0.002) e com a positividade da proteina
PHD3 citoplasmatica (p = 0.049) Segundo os dados obtidos a positividade
citoplasmatica de PHD3 aumenta o risco de os pacientes irem a 0Obito pelo cancer
em cerca de 15 vezes (OR = 14.700, IC = 1.01-212.85) (Tabela 7).

Tabela 7. Analise multivariada entre recidiva, 6bito, status linfonodal, estadio clinico,
histérico de consumo de tabaco, consumo atual de alcool e expressao de HIF1-a e
PHD3.

Analise multivariada
Variaveis Recidiva Obito
OR (CI 95%) D OR (CI 95%) D

N (TNM)*

Negativo 1 1

Positivo 5.883 (1.17-29.45) 0.031  27.54 (3.43-220.98) 0.002
Estadio clinico

I, 11 elll 1

v 0.282 (0.04-1.65) 0.160
Histdrico de consumo de tabaco

N&o 1

Sim 9.399 (0.69-128.11) 0.093
Consumo atual de alcool

N&o 1

Sim 12.676 (2.43-65.95) 0.003
Expressao nuclear de HIF1-a

Positivo Fraco 1

Positivo Forte 0.306 (0.05-1.83) 0.195
Expresséo nuclear de PHD3

Positivo Fraco 0.261 (0.03-1.89) 0.184

Positivo Forte
Expresséo citoplasmética de PHD3

Negativo 1 1

Positivo 18.486 (2.40-142.12) 0.005 14.700 (1.01-212.85) 0.049

*Classificacdo TNM (72 edicéo).

Sobrevida

A sobrevida livre de doenca esteve associada ao status linfonodal (Wilcoxon p
= 0.001). Nos 18 primeiros meses apos 0 seguimento cirargico 10% dos pacientes
com auséncia de linfonodo acometido apresentaram recidiva enquanto que no
mesmo periodo, 55% dos que tinham linfonodo acometido recidivaram. A analise

multivariada revelou que a presenca de linfonodo acometido é fator de risco para
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uma pior sobrevida livre de doenca, conferindo um risco aumentado em cerca de 5

vezes (HR =4.950, IC

=1.68-14.57, Tabela 8, Figura 3).

Tabela 8. Andlise multivariada entre a sobrevida livre de doenga, sobrevida doenca
especifica, status linfonodal, estadio clinico e expressdo de PHD3.

Cox Proporcional

Cox Proporcional

Variaveis Sobrevida livre de doenca Sobrevida doenca-especifica
HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p

N (TNM)*

Negativo 1 1

Positivo 4.950 (1.68-14.57) 0.004 7.492 (2.37-23.67) 0.001
Estadio clinico

I, el 1

Y, 13.545 (1.54-119,13) 0.019
Expresséo nuclear de
PHD3

Positivo Fraco 1

Positivo Forte 0.337 (0.09-1.17) 0.089
Expresséo citoplasmética
de PHD3

Negativo 1

Positivo 3.611 (0.80-16.19) 0.093

*Classificacdo TNM (72 edigéo).
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Figura 3. Curva de sobrevida livre de doenca de pacientes com carcinoma de células escamosas de
cavidade oral segundo o N (TNM).

Pode-se observar que nos primeiros 18 meses apds a cirurgia 5% dos

pacientes negativos para expressao citoplasmatica de PHD3 apresentaram recidiva

enquanto 30% dos pacientes com expressao citoplasmatica de PHD3 positiva

recidivaram (Figura 4).
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Figura 4. Curva de sobrevida livre de doenca de pacientes com carcinoma de células escamosas de
cavidade oral a positividade de expressdo de PHD3 citoplasmatica.

Pode-se observar que nos primeiros 24 meses ap0s 0 seguimento cirargico

10% dos pacientes com expressao fraca de PHD3 nuclear morreram enquanto no

mesmo periodo 40% dos pacientes com expressao forte de PHD3 nuclear foram a

Obito. A andlise multivariada apontou que a intensidade de marcacdo da proteina

PHD3 nuclear é fator de protecdo para uma melhor sobrevida doenca especifica,

conferindo um risco diminuido (HR = 0.337, IC = 0.09-1.17, Tabela 8, Figura 5).
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Figura 5 — Curva de sobrevida doenca especifica de pacientes com carcinoma de células escamosas
de cavidade oral segundo a intensidade da expressao de PHD3 nuclear.
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A sobrevida doenca especifica esteve associada significativamente ao status
linfonodal (Wilcoxon p = 0.000). Nos primeiros 24 meses ap0s a cirurgia 20% dos
pacientes sem comprometimento linfonodal foram a 6bito pelo cancer enquanto que
65% dos pacientes com acometimento linfonodal morreram. A andlise multivariada
mostrou que o acometimento linfonodal confere ao paciente uma pior sobrevida
doenca especifica em aproximadamente 8 vezes (HR = 7.492, IC = 2.37-23.67,
Tabela 8, Figura 6).
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Figura 6. Curva de sobrevida doenga especifica de pacientes com carcinoma de células escamosas
de cavidade oral segundo o N (TNM).

bY

O estadio clinico esteve associado significativamente a sobrevida doenca
especifica (Wilcoxon p = 0.022). Observa-se que apés 24 meses do tratamento
cirdrgico 20% dos pacientes em estadio clinico de | a Il foram a 6bito e 55% dos
com estadio IV morreram no mesmo periodo. Em analise multivariada foi possivel
verificar que o estadio clinico avancado confere uma pior sobrevida doenca
especifica aumentada em cerca de 14 vezes (HR = 13.545, IC = 1.54-119.13, Tabela
8, Figura 7).
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Figura 7. Curva de sobrevida doenca especifica de pacientes com carcinoma de células escamosas
de cavidade oral segundo o estadio clinico.

Elementos versus expresséo de HIF1-a e PHD3

Em andlise bivariada a positividade da expressdo nuclear de HIF1l-a foi
associada significativamente aos elementos arsénio e bromo (p = 0.037, ambos,
Tabela 9). A analise revelou ainda, que a intensidade de marcacéo nuclear de HIF1-

a foi associada ao elemento cloro (p = 0.026, Tabela 9).

Tabela 9. Andlise bivariada da expressdo HIF1-a nuclear com a caracterizagcao
elementar.

(continua)
Positividade Intensidade
Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Magnésio
Auséncia 7 100 60 88,2 0,438 24 92,3 36 85,7 0,341
Presenca 0O 00 8 11,8 2 77 6 143
Fosforo
Auséncia 1 143 4 59 0,396 2 77 2 48 0,496
Presenca 6 857 64 94,1 24 92,3 40 95,2
Enxofre
Auséncia 0O 00 1 15 0,907 1 38 0 0,0 0,382

Presenca 7 100 67 98,5 25 96,2 42 100
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Tabela 9. Analise bivariada da expressdo HIF1-a nuclear com a caracterizagao
elementar.
(concluséao)

Positividade Intensidade

Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Cloro
Auséncia 4 57,1 44 64,7 0,493 21 80,8 23 54,8 0,026
Presenca 3 429 24 353 5 19,2 19 4572
Potéassio
Auséncia 1 143 12 17,6 0,650 5 19,2 7 16,7 0,516
Presencga 6 85,7 56 824 21 80,8 35 833
Célcio
Auséncia 0O 00 1 15 0,907 1 38 0 0,0 0,382
Presencga 7 100 67 98,5 25 96,2 42 100
Cromo
Auséncia 5 714 38 559 0,355 16 61,5 22 52,4 0,460
Presencga 2 286 30 441 10 38,5 20 47,6
Manganés
Auséncia 5 71,4 45 66,2 0,571 16 61,5 29 69,0 0,525
Presencga 2 286 23 338 10 38,5 13 31,0
Ferro
Auséncia 0O 00 O 00 - 0O 00 O 00 -
Presenca 7 100 68 100 26 100 42 100
Cobalto
Auséncia 7 100 59 86,8 0,392 22 84,6 37 88,1 0,681
Presenca 0O 00 9 132 4 154 5 119
Niquel
Auséncia 7 100 58 85,3 0,351 24 923 34 81 0,177
Presenca 0 00 10 14,7 2 77 8 19
Cobre
Auséncia 1 143 3 4,4 0,330 1 38 2 48 0,676
Presenca 6 85,7 65 95,6 25 96,2 40 95,2
Zinco
Auséncia 0O 00 O 00 - 0O 00 0 00 -
Presenca 7 100 68 100 26 100 42 100
Arsénio
Auséncia 5 714 20 29,4 0,037 11 423 9 21,4 0,066
Presenca 2 28,6 48 70,6 15 57,7 33 78,6
Bromo
Auséncia 5 714 20 29,4 0,037 11 423 9 21,4 0,066

Presenca 2 28,6 48 70,6 15 57,7 33 78,6
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A analise bivariada revelou que a intensidade de marcacéo citoplasmatica de
HIF1-a esta associada com os elementos cloro (p = 0.002) e com os elementos
arsénio e bromo (p = 0.036, ambos). Nao foram observadas associa¢cbes
significativas da positividade citoplasmatica de HIF1-a com os elementos estudados
(Tabela 10).

Tabela 10. Analise bivariada da expressdo HIF1l-a citoplasmatica com a
caracterizacdo elementar.

(continua)
Positividade Intensidade
Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Magnésio
Auséncia 4 100 63 88,7 0,631 24 92,3 39 86,7 0,380
Presenca 0O 00 8 11,3 2 77 6 133
Fosforo
Auséncia 0O 00 5 70 0,754 3 115 2 44 0,254
Presenca 4 100 66 93,0 23 88,5 43 95,6
Enxofre
Auséncia 0O 00 1 14 0,947 1 38 0 0,0 0,366
Presenca 4 100 70 98,6 25 96,2 45 100
Cloro
Auséncia 1 250 47 66,2 0,130 23 88,5 24 53,3 0,002
Presenca 3 750 24 338 3 115 21 46,7
Potéassio
Auséncia 0 00 13 18,3 0,459 6 231 7 156 0,430
Presenca 4 100 58 81,7 20 76,9 38 844
Célcio
Auséncia 0O 00 1 1,4 0,947 1 38 0 0,0 0,366
Presenca 4 100 70 98,6 25 96,2 45 100
Cromo
Auséncia 3 75,0 40 56,3 0,426 17 654 23 51,1 0,243
Presenca 1 25,0 31 4377 9 346 22 489
Manganés
Auséncia 3 750 47 66,2 0,593 16 61,5 31 68,9 0,528
Presenca 1 250 24 338 10 385 14 311
Ferro
Auséncia 0O 00 O 00 - 0O 00 O 0,0 -

Presenca 4 100 71 100 26 100 45 100
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Tabela 10. Andlise bivariada da expressdo HIF1-a citoplasmatica com a
caracterizacao elementar.
(concluséao)

Positividade Intensidade

Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Cobalto
Auséncia 4 100 62 87,3 0,593 22 84,6 40 88,9 0,430
Presenca 0O 00 9 127 4 154 5 111
Niquel
Auséncia 4 100 61 85,9 0,557 24 92,3 37 82,2 0,209
Presenca 0O 00 10 141 2 77 8 178
Cobre
Auséncia 0O 00 4 56 0,799 2 77 2 44 0,620
Presenca 4 100 67 944 24 92,3 43 95,6
Zinco
Auséncia 0O 00 O 00 - 0O 00 0 00 -
Presencga 4 100 71 100 26 100 45 100
Arsénio
Auséncia 3 750 22 31,0 0,105 12 46,2 10 22,2 0,036
Presenca 1 25,0 49 69,0 14 538 35 77,8
Bromo
Auséncia 3 750 22 31,0 0,105 12 46,2 10 22,2 0,036
Presenca 1 250 49 69,0 14 53,8 35 77,8

Para a proteina PHD3, a intensidade de marcagdo nuclear foi associada com
os elementos fosforo (p = 0.037) e niquel (p = 0.041). Nao foram observadas
associacfes significativas da positividade nuclear de PHD3 com os elementos
estudados (Tabela 11).
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Tabela 11. Andlise bivariada da expressdo PHD3 nuclear com a caracterizacao
elementar.

(continua)
Positividade Intensidade
Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Magnésio
Auséncia 21 875 45 91,8 0418 30 93,8 15 88,2 0,432
Presenca 3 125 4 8.2 2 63 2 11,8
Fosforo
Auséncia 1 42 3 6,1 0,601 0 0 3 17,6 0,037
Presenca 23 95,6 46 93,9 32 100 14 824
Enxofre
Auséncia 1 42 0 0 0,329 0O 00 0 00 -
Presenca 23 958 49 100 32 100 17 100
Cloro
Auséncia 16 66,7 32 65,3 0,908 22 68,8 10 58,8 0,487
Presenca 8 333 17 34,7 10 31,3 7 41,2
Potéassio
Auséncia 5 208 8 16,3 0,432 4 125 4 235 0,273
Presenca 19 79,2 41 83,7 28 87,5 13 765
Célcio
Auséncia 1 42 0 0 0,329 0O 00 0 00 -
Presenca 23 958 49 100 32 100 17 100
Cromo
Auséncia 12 50 30 61,2 0,362 20 62,5 10 58,8 0,801
Presenca 12 50 19 38,8 12 375 7 41,2
Manganés
Auséncia 15 62,5 33 67,3 0,682 20 62,5 13 76,5 0,253
Presenca 9 375 16 32,7 12 375 4 235
Ferro
Auséncia 0O 00 0 00 - 0O 00 0 00 -
Presenca 24 100 49 100 32 100 17 100
Cobalto
Auséncia 22 91,7 43 87,8 0,474 30 93,8 13 76,5 0,099
Presenca 2 83 6 122 2 63 4 235
Niquel
Auséncia 21 87,5 42 85,7 0,573 30 93,8 12 70,6 0,041
Presenca 3 125 7 143 2 63 5 294
Cobre
Auséncia 2 83 1 2 0,250 0 0 1 59 0,347

Presenca 22 914 48 98 0 100 59 941
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Tabela 11. Andlise bivariada da expressdao PHD3 nuclear com a caracterizacao

elementar.
(concluséo)
Positividade Intensidade
Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Zinco
Auséncia 0O 00 0 00 - 0O 00 o0 00 -
Presenca 24 100 49 100 32 100 17 100
Arsénio
Auséncia 7 292 17 34,7 0,637 11 344 6 353 0,949
Presenca 17 70,8 32 65,3 21 656 11 64,7
Bromo
Auséncia 7 292 17 34,7 0,637 11 344 6 353 0,949
Presenca 17 70,8 32 65,3 21 656 11 64,7

Em relacdo a expressao citoplasmatica da proteina PHD3, a positividade foi

associada com o elemento cobre (p = 0.037). Os elementos estudados nao foram

associados com a intensidade de expresséo citoplasmatica de PHD3 (Tabela 12).

Tabela 12. Andlise bivariada da expressdao PHD3 citoplasmatica com a

caracterizacao elementar.

(continua)
Positividade Intensidade
Elemento Negativo  Positivo p Fraca Forte p
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Magnésio
Auséncia 23 92,0 43 89,6 0,549 31 912 12 857 0,458
Presenca 2 8,0 5 104 3 8,8 2 1473
Fésforo
Auséncia 1 40 3 6,3 0,576 1 29 2 143 0,200
Presenca 24 96,0 45 93,8 33 97,1 12 857
Enxofre
Auséncia 1 40 0 0 0342 0O 0,0 0 0,0 -
Presenca 24 96,0 48 100,0 34 100,0 14 100,0
Cloro
Auséncia 19 76,0 29 604 0,183 22 64,7 7 50,0 0,344
Presenca 6 240 19 39,6 12 353 7 50,0
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Tabela 12. Anadlise bivariada da expressdo PHD3 citoplasmatica com a

caracterizacao elementar.

(concluséao)

Positividade Intensidade

Elemento Negativo Positivo p Fraca Forte p

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Potassio
Auséncia 4 160 9 18,8 0,521 6 176 3 21,4 0,525
Presenca 21 84,0 39 813 28 82,4 11 78,6
Célcio
Auséncia 1 40 0 0 0,342 0O 00 O 0,0 -
Presenca 24 96,0 48 100,0 34 100,0 14 100,0
Cromo
Auséncia 15 60,0 27 56,3 0,758 22 64,7 5 357 0,064
Presencga 10 40,0 21 438 12 353 9 643
Manganés
Auséncia 17 680 31 64,6 0,770 22 64,7 64,3 0,614
Presenca 8 320 17 354 12 35,3 35,7
Ferro
Auséncia 0 0,0 0 0,0 - 0 0,0 0O 0,0 -
Presenca 25 100,0 48,0 100,0 34 100,0 14 100,0
Cobalto
Auséncia 23 92,0 42 87,5 0,439 31 912 11 78,6 0,229
Presenca 2 8,0 6 125 3 8,8 3 214
Niquel
Auséncia 22 880 41 854 0,533 30 88,2 11 786 0,327
Presenca 3 120 7 146 4 118 3 214
Cobre
Auséncia 3 120 O 0 0,037 0O 00 O 0,0 -
Presenca 22 880 48 100,0 34 100,0 14 100,0
Zinco
Auséncia 0 0,0 0 0,0 - 0O 00 O 0,0 -
Presenca 25 100,0 48 100,0 34 100,0 14 100,0
Arsénio
Auséncia 9 360 15 31,3 0,682 9 265 6 429 0,266
Presenca 16 64,0 33 68,8 25 735 8 571
Bromo
Auséncia 9 360 15 31,3 0,682 9 265 6 429 0,266
Presenca 16 64,0 33 68,8 25 735 8 571
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Em analise de regressao logistica multivariada, ndo foram verificadas nenhuma

associacao da positividade e da intensidade de expressao nuclear de HIF1-a com os

parametros estudados (Tabela 13).

Tabela 13. Analise multivariada entre expressdo de HIF1l-a, status linfonodal,
tamanho tumoral, estadio clinico e os elementos cloro, niquel e arsénio.

Variaveis

Analise multivariada

HIF1-a nuclear

HIF1-a citoplasmatica

Positividade

Intensidade

OR (CI 95%) b

OR (CI 95%)

p

N (TNM)*
Negativo
Positivo

T (TNM)*
pT1l/pT2
pT3/pT4

Estadio clinico
I, 1elll
v

Cloro
Ausente
Presente

Niquel
Ausente
Presente

Arsénio
Ausente
Presente

1
3.387 (0.60-23.81) 0.156

1
3.387 (0.60-23.81) 0.156

1
2.815 (0.87-9.09)

1
2.999 (0.98-9.13)

1
2.700 (0.79-9.19)

1

3.184 (0.54-18.66)

0.084

0.053

0.112

0.199

*Classificacdo TNM (72 edicéo).

Ao passo que a intensidade de expressao citoplasmatica de HIF1-a, em analise

multivariada, foi associada com o tamanho tumoral (p = 0.017) e com o elemento

cloro (p = 0.011). Os tumores com tamanhos pT3 e pT4 tem uma chance aumentada

em aproximadamente 4 vezes de apresentar expressao citoplasmatica forte (OR =

4.143, IC = 1.28-13.32, Tabela 14).

Em relacdo a positividade de expressdo de PHD3 citoplasmatica, a analise

logistica multivariada revelou que o estadio clinico Ill (p = 0.011) e o estadio clinico

IV (p = 0.003) aumentam as chances do pacientes apresentarem positividade para a
PHD3 citoplasmatica (OR = 16.892, IC = 1.89-150.86 e OR = 18.875, IC = 2.76-

128.75, respectivamente, Tabela 15). A mesma andlise
atual de alcool

apresentarem positividade citoplasméatica de PHD3 (OR

Tabela 15).

as chances dos pacientes

apontou gue 0 CoOnNsumMo
qgue consomem alcool
= 0.129, IC = 0.03-0.45,
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Para a intensidade de marcacdo citoplasmatica de PHD3, a andlise
multivariada mostrou que o a presenca do elemento cromo aumenta as chances de
0 paciente apresentarem expressao forte de PHD3 citoplasmética (OR = 5.913, IC =
1.30-26.81, p = 0.021, Tabela 15).

Tabela 14. Analise multivariada entre expressdo de HIF1l-a, status linfonodal,
tamanho tumoral e o elemento cloro.

Variaveis Andlise multivariada
HIF1-a citoplasmatica
Intensidade
OR (IC 95%) p

N (TNM)*

Negativo 1

Positivo 2.463 (0.74-8.19) 0.142
T (TNM)*

T1/T2 1

T3/T4 4.143 (1.28-13.32) 0.017
Cloro

Ausente 1

Presente 6.081 (1.50-24.61) 0.011

*Classificagdo TNM (72 edicdo).

Tabela 15. Andalise multivariada entre expressao de PHD3, status linfonodal, estadio

clinico, consumo atual de alcool e o elemento cromo.
Analise multivariada

Variaveis PHD3 citoplasmética PHD3 citoplasmética
Positividade Intensidade
OR (Cl 95%) p OR (CI 95%) p

N (TNM)*

Negativo 1

Positivo 0.173 (0.02-1.09) 0.062
Estadio clinico

Il 1

i 16.892 (1.89-150.86) 0.011

v 18.875 (2.76-128.75) 0.003
Consumo atual de alcool

Nao 1 1

Sim 0.129 (0.03-0.45)  0.002 0.280 (0.04-1.71) 0.168
Cromo

Ausente 1

Presente 5.913 (1.30-26.81) 0.021

*Classificacdo TNM (72 edicéo).

DISCUSSAO

Os resultados mostraram uma relacdo da intensidade expressao de HIF-1q,

tanto nuclear quanto citoplasmética, com o tamanho do tumor, no qual os tumores
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maiores expressaram fortemente a proteina. Tal fato € devido a condicdo natural de
hipéxia que € provocada pelo aumento do tamanho tumoral e esse promove 0
incremento da expressdo de HIF-1a (SEMENZA, 1999). Além disto, neste estudo,
tumores maiores elevam as chances de incremento da intensidade de expressao

citoplasmatica de HIF-1a.

No presente estudo ndo foram observadas a associacdo da expressdo de
HIF-1a com os fatores progndsticos. Contudo, Mendes et al., (2014), verificaram que
fraca expressdo de HIF-1a infiltrado inflamatérios das margens tumorais e no tumor
aumentaram a recidiva e o risco de morte em 30%, em comparacdo com a forte
expressao nas margens do tumor, definindo um alto risco independente de qualquer

outro fator.

Santos et al.,, (2012), relataram que a expressao fraca de HIF-1a é um
marcador independente para recidiva local, representando um risco aumentado
superior a 7 vezes em relacdo a expressao forte, 0 que leva a esses autores a
sugerir a utilizacdo da expressado da proteina HIF-1a como marcador para avaliar

melhor as opgdes terapéuticas em pacientes com cancer de cabeca e pescoco.

Neste estudo, foi observado uma associacdo da intensidade de expressao
nuclear e citoplasmatica de HIF-1a com a presenca do elemento cloro, assim como
da positividade de expressdo nuclear e citoplasmatica com os elementos arsénio e
bromo. Sabe-se que alguns elementos quimicos podem interferir com a atividade de
proteinas e assim modificar a expressédo das mesmas. Por exemplo, o ferro pode ser
substituido por outros elementos de maior afinidade com o nucleo catalitico, fazendo
a perda de fungéo enzimatica (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008).

Além disto, neste estudo, a presenca de cloro eleva as chances de aumento
na intensidade da expresséo HIF-1a. Sabe-se que os ions cloreto desempenham um
papel relevante na homeostase celular e a variacdo do seu fluxo esta associado a
regulacdo do volume, processos secretorios e manutencdo do pH celular
(FOSKETT, 1998; AUZANNEAU et al, 2006).

Em nosso estudo, verificou-se também que a presenca dos elementos fosforo
e niquel com a intensidade de expressdo nuclear de PHD3, do cobre com a
positividade de expressdo citoplasmatica e que a presenca do cromo eleva as

chances de aumento da intensidade de expressao citoplasmatica de PHD3.
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Acredita-se que esses elementos podem ter substituido o nucleo metalico da
PHD3 e essa mudanca tenha desencadeado alteracbes no funcionamento da
mesma. O niquel, por exemplo, em quantidades elevadas apresenta maior afinidade
pelo nucleo metélico da PHD, o que resulta na alteracdo da funcdo desta proteina
(SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008).

Em relacdo a expressdo de PHD3 com as caracteristicas clinicopatoldgicas e
prognosticas, no presente estudo foi observado a associacdo da positividade de
expressdo citoplasmatica de PHD3 com o estadio clinico avangado, nos quais
pacientes em estadio avancado apresentam maiores chances de expressdo da
proteina. Em carcinoma hepatocelular, Ma et al. (2017) verificaram que a expressao

forte foi mais presente no individuos em estadio | e Il.

Hogel et al (2013) demostraram que o aumento da expressao de PHD3 sob
hipéxia aumenta a progressao do ciclo celular e a sobrevivéncia do carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco. Por outro lado, Liu et al., (2013)
destacaram que a PHD3 desempenha papéis significativos na supressao do
crescimento, angiogénese, diferenciacdo e metastase e promoc¢ado da apoptose de

tumores em condi¢cBes hipoxicas.

Além do mais, no presente estudo, a positividade de expressdo de PHD3
citoplasmatica esteve associada com a recidiva e o Obito, aumentando as chances
de os pacientes recidivarem e irem a 6bito pelo cancer. Estudos recentes sugerem a
PHD como um potencial supressor de tumor devido a sua funcdo de regulacéo da
via da HIF (XUE et al., 2010).

CONCLUSAO

Com o presente trabalho foi possivel concluir que existe uma associacdo do
tamanho tumoral e da presenca de cloro com intensidade expresséo citoplasmatica
de HIF-1a, bem como a associagao estadio clinico avancado e do consumo atual de
alcool na positividade de expressédo citoplasmatica de PHD3 e da presenca de

cromo com a intensidade de expresséo citoplasmatica da mesma proteina.

Conclui-se também que o status linfonodal e o estadio clinico sdo importantes no

progndstico e sobrevida dos pacientes. Esse estudo apresenta dados inéditos sobre
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o perfil elementar, os habitos e a expressao de HIF-1a e PHD3 com os fatores
prognoésticos e sobrevida de pacientes com carcinoma de células escamosas da

cavidade oral.
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CONCLUSAO GERAL

Com o presente trabalho foi possivel caracterizar as amostras de carcinoma
de células escamosas de cavidade oral quanto a presenca dos elementos magnésio,
fésforo, enxofre, cloro, potassio, calcio, cromo, manganés, ferro, zinco, cobalto,
niquel, cobre, arsénio e bromo. O habito tabagista influenciou a presenca dos
elementos magnésio, cromo, manganés, arsénio e bromo. Os elementos magnésio e
niquel estiveram associados ao historico de consumo de tabaco, ao passo que 0s

elementos cloro, arsénio e bromo ao consumo atual de tabaco.

Além disto, os elementos cloro e cromo estiveram associados com o0
prognéstico, no qual o elemento cloro foi apontado como fator independente de
protecdo para a recidiva e para uma melhor sobrevida livre de doenca. O elemento
cromo, o estadio clinico avancado e o consumo de alcool influenciaram a
intensidade expressédo da proteina PHD3 e o elemento cloro e o tamanho tumoral a

expressao da proteina HIF-1a.

Esse estudo apresenta dados inéditos sobre o perfil elementar, os habitos e a
expressao de HIF-1a e PHD3 com os fatores progndsticos e sobrevida de pacientes

com carcinoma de células escamosas da cavidade oral.
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ANEXO 1. Comprovante de aprovac¢do do Comité de Etica do CCS/UFES

CENTRO DE CIENCIAS DA Plabaforma
SAUDE/UFES %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOSE DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesguisa: AMALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE
DE CABECA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELAGAD COM A
EXPRESSAC DE GENES DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO

Pesquisador: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Area Temdtica: Genética Humana:
(Trata-sa de pasqusa envalvendo Gendtica Humana qua nio necassta de andlisa
&lica por parte da CONEP;);

Versio: 3

CAAE: 49091515.9.0000 5080

Instituicho Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal: Financiameant Prdpna

DADODS DO PARECER

Mimere do Parecer: 1,359,353

Apresentacio do Projeto:

O prjen tratase de ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADDS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE
DE CABEGA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELAGAD COM A EXPRESSAD DE
GEMES DE HIPOXIAE ESTRESSE OXIDATIVO.

Objetivo da Pesquisa;

Segundo o pesquisador os cbjetvos sl

"Orbjetivo Primario:

Avaliar aimpregnagio de metais pesados em amostras de carcinoma epidemmaoide de cabeca e pescogo, &
ainfluencia do uso dotabaco, akcod, habits e a expressio génica de genas de hipdxia ¢ estresse oxidatva
para cormalacio com a evoluglo da doenca @ a resposta ao tratameanta.

Objetivos Secundanos:

Quantficar metis pesados nas amostras de carcnama epdemade de cabeca e pescogo a comalacanar
com a evolugio dinica da doenga e resposta ao rataments & habitos,

Enderega  Av. Marachal Campos 1453

Baimo: S/ CEP: 23040081
UF: ES Municiplo: WITORLA
Teafone: (7357 E-mail: copfhoss utes by
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UFES

Narficar a quantidade de metais pesados presente am tecidos tumorais e comelacionar com a axpressio
génica dos genes de hipdxia e estresse oxidativo e comelacionar com a evolugho cinica da doenga e
respasta ao tratamento;

“Analizar por meio de microscopia de tranamizsio (MET) a estrutura das células tumorais dos pacientes
ancaldgicos @ relaconar com a exprassio génica,

Realizar atividades educativas de prevengio do uso do labaco, dlkcool & prevengio do chnoer através da
capacitagBo de agentes sociais @ implantagio de programa de prevengia.”

Coninisaglo do Pamca: 1 3550183

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador, "a obtencho das amostras tumorais nfo acametard neoos extras para o pacente
porque comesponde 80s fragmentos (blocos de parafing) ndo utilizados do wmor ou do material oldgoo
retirado do paciente durante cirurgia ou bidpsia. Desta forma, este matenal fica obrigatoriamen te
armazenado na Patologia do Hospital e ndo & entificado pela nome do pacianta o que ajuda a garantir a
confdencialidade da dentdada do syat do estuda. Em ralacao acs dados de prontudnos quea fardo pana
do estudo, sempre existe rsco de identificagio e vazamenta de informagio sigilosa do paciente. Para
minimizar 0% nscos, aste kevantamento sera feto por colaboradores de dentro das institiiches emvalvidas, o
prontuario néo saird dos hospitais parceiros e receberemos apenas uma planilha identificada
numancameanta sam o name ou quakjuer dantifcacio do pacienta. Durante a coleta de dados serd proibida
a permanéncia com aparelhos celulares ou equipamentos eletrdnicos que possibilitem a filmagem ou
fotagrafia dos dados.

Beneficios: Mao haverdo beneficios imediatos decomeantes desta pesquisa para osindividuos analisados,
Apesar disso, o8 resultados poderfio beneficiar, no futuro, outras pessoas e a ciéncia a partr dos dados
abtidos, que poderfio fazer parte do conhacimento centifico, coaborando para a descoberta de novas
Brapias @ estratégias. Segundo um dos obsativos da proposta, "Realizacho de atvidades educativas de
prevencio do uso do tabaco, aloool 8

prevencan do chncar através da capactacio da agentes socias emplantacio de programa de prevangaa”
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CENTRO DE CIENCIAS DA Plataformoa
SAUDE/UFES %

Cond nasaglo do Pamca: 1285383

o progeto mmalizard intervancio social educativa. Para a populacao geral havard um benefico diata

decormente da pesquisa, arealzacio de atvidades educativas. Com a realizagho do programa de prevengio
do uso do tabaco, dlcool, drogas e prevencio de cancer”

O riscos @ baneficios contemplam a Res CNS 466/12

Comentarios ¢ Consideragbes sobre a Pesquisa;
O prajet tem relevancia cientifica e socal

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigat dria:

Mo projeto ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE DE
CABECA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELACAD COM A EXPRESSAD DE GENES
DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO do pesquisador ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA
constam o5 saguintes documenios:

Falha de rosta: apresentada e adequada

Projeto detalhado: apresentado e adequada

Terma de Siglo e Confidencialidade: apresentada e adequadao

Terma de anuénca da instituicho onde a pesquisa serd realizada: apresentada e adequada
Cronagrama: apresentada e adequada

Oreaments: apresentado e adequado

Regulameantagio de biorepositonioapresentadao

Recomendagbes:

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Faram atendsdas tadas as sabcitchaes

Conslderacdes Finals a critédo do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documeanta ArTunvo Pastagam Autor Situacao
Informaches Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS DD P | 08122015 Apeito
do Prajeta ROJETO 76141 ndf 12:43:05
Declaracio de reguibiomepositono, pdf 09122015 [ADRIANA MADEIRA | Acsito
Manuseio Matenal 12:41:46  [ALVARES DA SILVA
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Coplnsaols &0 Pamca: 1258381

Qg

Baddgica / reguibiomapositano. pdf 08122015 |ADRIANA MADEIRA | Acaidao
Biorepositonag / 12:41:46 |ALVARES DA SILVA
| Bicbanco
Proieto Detalhada/ | MetisVersaod pdf 09122015 |ADRIANA MADEIRA | Acsita
Brochura 124106 |ALVARES DA SILWVA
Invastigadar
Dadlaracio de CartaErasto.pdf 2172015 |ADRIANA MADEIRA | Acaidao
Instituicho e 14:41:35  [ALVARES DA SILWA
| Infraestrutura
Declaragio de CartaH EC | pdf 24112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Instituicio a 09:10:08 ALVARES D S1LWA
| Infraestrtuie
Declaracho de CanaHeliopolis pdf 2412015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Instituicho e 0909 dd  [ALVARES DA SILVA
Infraestrutua
Dadlaracio de cartalCAVC pdt 13112015 |ADREIANA MADEIRA | Acata
Inatituicho 24133 [ALVARES DA SILWA
| Infrasstrutura
Qutros Termoconfidencialidadestica pdf 12112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
105257 ALVARES DA SILWA
Declaragio de TermaBiorrepositonio. pdf 12112015 |ADRIANA MADEIRA | Acsito
Manusaio Material 10:51:05  |ALVARES DA SILVA
Bicldgioa
Biorepositénia /
Biobanco
Falha da Rosio Mava Dacumanto pdf 302015 Acaita
224753

Situaciodo Parecer:
Aprovada

Mecessita Apreciacio da CONEP;

Mo

WITORIA, 08 de Dezembrode 2015

Assinado por:

Cinthla Furst Leroy Gomes Buslonl
(Coordenador)
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ANEXO 2. Comprovante de aprovac¢do do Comité de Etica do ICAVC

INSTITUTO DO CANCER

ARNALDO VIEIRA DE @m‘“ p
CARVALHO - ICACVY

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE
DE CABECA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELACAD COM A
EXPRESSAQ DE GEMES DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVGD

Pesquisador: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Area Temética: Genédtica Humana:
(Trata-se de pesquisa envalvendo Genatica Humana que nao necessita de analiss
ética por parte da CONER;);

Versio: 1

CAAE: 49091515 9.3002 5471

Instituicio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrecinader Principal: Fmancameant Prbpna

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 1.422 077

Apresentacio do Projeto:

AMALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADDS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABECA E
PESCOGO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELAGAD COM A EXPRESSAD DE GEMES DE
HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO

Objetive da Pesquisa:

Avaliar aimpregnacio de metals pesados em amostras de carcinoma epidermaide de cabega e pescogo, e
ainfiuencia do uso do tabaco, aloodl habitos @ 8 expressio génica de genaes da hipdxia & estrasse oxdatva
para comelagio com a evolugho da doenca e a resposta ao tratamento. E objetivo da proposta realizar a
prevencio do cinoer e dos habitos de nsco como douso do tabaco e do alcool atraves de um programa de
prevencio.

Quantficar metais pesados nas amostras da carcinoma epidemaide de cabeca @ pescogn e comelacionar
com a evalucio dinica da doenga e resposta ao tratamento & habitos,- Venficar a quantdade de matais
pesados presents em tecklos tumorais & comelacionar com a expressio génica dos genes de hipdxia e
estressa oxdativo @ cormelacionar com a evaluglo clinica da doenga e resposta ao tratamanto;- Anglisar por
meio de microscopia de tranamissda (MET) a estrutura das
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INSTITUTO DO CANCER
ARNALDO VIEIRA DE  “QR@rat °™
CARVALHO - ICACV
Coninisadio oo Pamca 142077

células tumarais dos pacentes oncoldgioos e mlaconar com a axpressio génica;- Realzacio de atvidades
educativas de prevengio do uso do tabaco, dloool e prevengdo do cincer através da capacitagio de
agentes sociais & implantacio de programa de pravencio.

Avaliagio dos Riscos & Beneficios;

Riscos:

A obtencho das amostras tumorais nBo acarretara riscos extras para o pacients porque comespande aos
fragmantos (blocos de parafina) nao

utilizados do tumor ou do matenal biokigico retirado do pacients durante cirurgia ou bidpsia. Desta forma,
aste matenal fica abrigatoriamantea

armazenado na Patologia do Hospital e no é identificado pelo nome do paciente o que ajuda a garantir a
confidensialidade da dentidada do suat do estuda. Em ralacio acs dados de prontudnos que fardo para
do estudo, sempre existe naco de identificacio e vazamento de informagio sigilosa do paciente. Para
minimizar 05 riscos, este levantamento sera feito por colaboradores de dentro das instivighes envobvidas, o
prantuario ndo saira

dos hospitais parceiros e receberemos apenas uma planiha identificada numencamante sem o nome ou
quakquer identhicacio do pasante. Durante a coleta de dados sard praibida a parmanénaa com aparalhos
calulares ou equipamentos sletrdnicos que possibiltam a filmagem ou fotografia dos dados

Banaficos para o sujano da pesquiza ndo havard nenhum banafics diret decomanta dos astides.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa;

O Protocolo de Pesquisa foi Aprovado e esta dentro das resolugies

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigat dria:

O Protocols de Pesguisa fai Aprovado |

Recomendaghes:

Entregar Relatdnos semestralmente ao CEP-ICAVC e manter o CEP-ICAVC sempre informado sobre o
andamento do Estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

=@M pendéncias.

Consideragtes Finals a critéie do CEP:

Aprovada | Entragar relatinios samestralmeanta ao CEP-ICAVC & manter o CEP-ICAVC sampre infarmanda
sobre o andamento do Estuda.
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Coninusagde do Pamcar: 1422077

Q-

Este parecer foi elabormdoe baseado nos doecumentos abaixo relacicnados.

mo

Tipo Documenta Arquiva Postagem Autor Situagio
Informagies Basicas| PE_INFORMAZOES_BASICAS DO P | 08122015 Aceito
do Proieto ROJETO 78141 pdf 12:43:05
Declaracho de reguibiamepositanc. pdf 0922015 [ADRIANA MADEIRA [ Acaito
Manusaio Matenal 12:41:46 |ALVARES DA SILVA
Bolagica /

Biorapositana /

Biobanco

Frojeta Detalhado/ | Metis\Vemsaod, pdf 09122015 [ADRIAMA MADEIRA | Aceito
Brachura 12:41:068 |ALVARES DA SILVA
Investigador

Informaghes Basicas| PE_INFORMAZOES _BASICAS DO _P | 27112018 Aceito
do Projsto ROJETD 76141, pdf ;5004

Prajeto Detathado /| MetasVarsao2 pdf 27112015 JADRIANA MADEIRA | Acato
Brochura 14:49:19  [ALVARES DA SILVA

| Investigador

Declaragho da CartaErasto pdf 22015 |ADRIANA MADEIRA | Acaito
Instituicio e 14:41:35 [ALVARES DA SILVA

| Infraestrufurs

Declaracho de CartaH EC | pdf 241102015 [ADRIANA MADEIRA | Aceito
Instituicho e 09:10:08  [ALVARES DA SILVA
Infrasstruturs

Declaracio dea CantaHaliapaks. pdf 241112015 |ADRIANA MADEIRA | Acato
Instituicho e 090944 [ALVARES DA SILVA
| Infraestrutura

Declaragho de carta | CAVE, pdf 13112015 |ADRIANA MADEIRA | Acsito
Instituicio a 21:41:33  [ALVARES DA SILVA
| Infraestrufura

Qutros Termoconfidencialidadestica pdf 12112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

10:62:.67  JALVARES DA SILVA

Declaracho de TermoBiormrepositano. pdf 12112015 |ADRIANA MADEIRA [ Acato
Manu=aio Maternal 10:51:05  [ALVARES DA SILVA
Bolagica /

Biorapositana /

Biobanco

Informagfes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 10/09/2015 Acaito
do Prajeto ROJETO 78141 pdf 15:34.00

Projeto Detalhado /| MetisC ECP pdf 10092015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Brochura 153246 [ALVARES DA SILVA
Invastgader

Falha de Roso Mava Documeanta pdf IOT/2015 Acaito

224753

Situacdo do Parecer:
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20mrA018 Gmall - Track your recent Co-Authored submission to OO

M Gmﬂ|l Anderson Barros Archanjo <andersonarchanjo@gmail com=

Track your recent Co-Authored submission to OO
1 mensagem
0 Dncology Editorial Office <eesserven@eesmail elsevier.com:= 20 de setemnbro de 2018 00:05

Responder a: O Oncology Editorial Office <concology@elsevier. com=
Para: andersonarchanjoi@gmail .com

" Automated email sent by the system **™

Dear Dr. Anderson Archanjo,
You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Joumal: Oral Oncology

Title: ELEMENTAL CHARACTERIZATION M SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF THE ORAL CAVITY AMD ITS
RELATIONSHIP WITH PROGMOSIS AND SURVIVAL

Comesponding Author: Mayara de Oliveira

Co-Authors: Anderson B Archanjo; Aricia L Assis, ME; Suzanny Oliveira Mendes O Mendes, Phd; Rafael P de
Souza; Rafael de Ciceo; Aline R Borgoi, ME; Jdlia A Finheiro, ME; Lucas L Maia, Phd; Gabriela T Peterle, Phd; Kelly
C Saito; Edna T Kimura, Phd; Marcos B Carvalho, Phd; Fabio D Munes, Phd; Elciza Tajara, Phd; Marcelo dos
Santos, Phd; Breno ' Nogueira, Phd; Leonardo O Trivilin, Phd; Christiano J Gomes Finheiro, Phd; Adriana M
Abvares-da-Sibva, Phd

Ta be kept informed of the status of your submission, register or log in (if you already have an Elsevier profile).

Register here: hitps.{fees. elsavier comfoo/default asp Tacw—5pg=preRegistration_aspluser=
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