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RESUMO

O carcinoma escamocelular oral (CEO), entre homens, é o quarto cancer mais
frequente no Nordeste do Brasil e o terceiro na Bahia. Apesar de possuir etiologia
multifatorial, pelo menos 80% dos casos sao atribuiveis a exposicdo ao fumo e ao
alcool. Suscetibilidade individual ao CEO tem sido amplamente estudada, e é
atribuida a fatores genéticos e também sécio-econdmicos. Polimorfismos genéticos
de risco, comuns em determinadas populacbes; habitos de vida; dificuldade de
acesso a informacdo e aos servicos de saude sdo exemplos destes fatores.
Sabendo da alta incidéncia do CEO na Bahia objetivou-se analisar a distribuicdo dos
fatores de risco para CEO numa amostra da populacdo da Bahia. Participaram 332
doadores voluntarios de um banco de sangue publico baiano, com idade entre 19 e
66 anos. Coletaram-se amostras bioldgicas de 320 individuos e aplicou-se
questionario epidemiolégico em 309. Investigaram-se cinco polimorfismos de risco
(GSTT1*nulo, GSTM1*nulo, CYP1A1*2C (rs1048943), XRCC1 399*GIn (rs25487) e
XRCC1 194*Trp (rs1799782) e nove marcadores informativos de ancestralidade
(AIMs), por meio de PCR para as insergdes e/ou delegcdes, e PCR-RFLP ou Real
Time-PCR para as mutacdes pontuais. Observou-se presenga dos alelos de risco
variando entre 12,3% e 56,5% dos individuos (XRCC1 194*Trp e XRCC1 399*Gin ,
respectivamente). A frequéncia do tabagismo foi 14,6%, etilismo 64,3% (12,7%
fazem uso abusivo de élcool). Os outros fatores de risco variaram entre 2,3% e
41,3% (relato de HPV e dificuldades de acesso aos servigos de saude). A estimativa
de ancestralidade mostrou maior contribuicdo ancestral nativo americana em
portadores do genétipo GSTM1-nulo que nos ndo-nulo, o qual foi mais frequente em
brancos. Nao foi observada associacdo entre ancestralidade/raca e os fatores de
risco ambientais. No entanto, alguns fatores de risco foram associados a baixa
renda, e, principalmente, a baixa escolaridade. Contudo, embora a ancestralidade
possa influenciar a suscetibilidade genética, ndo houve influéncia sobre a
suscetibilidade ambiental ja que os fatores de risco ambientais se relacionaram
principalmente com aspectos socioeconémicos.

Palavras-chave: Carcinoma escamocelular oral, ancestralidade genética, genes de
suscetibilidade, suscetibilidade ambiental.



ABSTRACT

The oral squamous cell carcinomas (CEO) is the fourth most common cancer in
northeastern Brazil and also in Bahia. Despite having a multifactorial etiology, at least
80% of cases are attributable to exposure to tobacco and alcohol. Individual
susceptibility to CEO has been widely studied, and is attributed to genetic and socio-
economic factors. Genetic polymorphisms of risk, common in certain ancestral
populations; lifestyle; information access and health services difficulty are examples
of such factors. Given the high incidence of CEO in Bahia we investigated the
distribution of risk factors for CEO in a sample from Bahia population. Participated in
332 voluntary blood donors of a public blood bank in Bahia, ages ranged from 20 to
66 years. Biological samples was collect from 320 individuals and epidemiological
questionnaire was applied to 309. We investigated five polymorphisms of
susceptibility (GSTT1*null, GSTM1*null, CYP1A1*2C (rs1048943), XRCC1 399*Gin
(rs25487) and XRCC1 194*Trp (rs1799782)) and nine ancestry informative markers
(AIMs) by PCR for insertions and/or deletions, and PCR-RFLP and Real Time-PCR
for SNP. We observed the presence of risk alleles ranging from 12.3% to 56.5% of
subjects (XRCC1 194*Trp and XRCC1-399*GIn, respectively). Smoking was
prevalent in 14.6% of subjects, alcoholism in 64.3% (12.7% alcohol abuse). The
other risk factors varied between 2.3% and 41.3% (reported HPV and poor access to
health services). The ancestry estimative showed high contribution of Native
American in individuals with genotype GSTM1*null, which was more common in
whites. In this sample, there was no relationship between ancestry/race and
environmental risk factors. However, some risk factors were associated with low
income, and, especially, low schooling. However, while the ancestry can influence
genetic susceptibility, no influence on the environmental susceptibility, which relates
mainly to socioeconomic factors.

Key-words: Oral squamous cell carcinomas, genetic ancestry, genes of susceptibility
environmental susceptibility.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma escamocelular oral (CEQO) é o mais comum entre os canceres
que atinge a regidao de cabeca e pescoco. Segundo os registros hospitalares de
cancer do Instituto Nacional do Céncer, na Bahia, o CEO foi o terceiro tipo de cancer
mais incidente entre os homens e o quinto entre as mulheres no periodo de 1996 a
2009, enquanto que, em nivel nacional, foi 0 122 mais incidente entre as mulheres
(INCA, 2010). Vale ressaltar que, no Brasil, cerca de 75% dos casos sao
diagnosticados em estadio clinico avangado (Il ou IV) (BERGAMASCO et al., 2008).

O risco para o CEO esté relacionado tanto com a intensidade como com a
duracao do consumo do tabaco e do alcool. A literatura aponta que pelo menos 80%
dos casos sao atribuiveis a exposicdo ao fumo e alcool (RAGIN, MODUGNO e
GOLLIN, 2007). Existe ainda forte relacao dose-resposta entre uso do tabaco e do
alcool, sendo o uso combinado, responsavel pelo aumento significativo do risco
(HASHIBE et al., 2007).

Outros fatores de risco para o CEO sao infeccdes pelo papiloma virus
humano (HPV), desnutri¢cdo, histéria familial de cancer e exposi¢cao ocupacional ao
sol. A prevaléncia do HPV no CEO varia entre 3,9-33,3% (LLAMAS-MARTINEZ,
2008; HERRERQO et al., 2003). A relacao entre dieta e risco de CEO esta entre a
mais forte para todas as malignidades (MC LAUGHLIN et al., 1988; DE STEFANI et
al., 1999). Estudos evidenciaram a associagao entre o risco aumentado do CEO e o
declinio do indice de massa corpérea (IMC) (NIETO et al., RAJKUMAR et al., 2003).
A histéria familial positiva de CEO chega a quadruplicar o risco para desenvolver a
doenca, depois de ajustados para idade, género, exposicao ao tabaco e alcool
(BROWN et al., 2001). A exposicao solar esta associada ao cancer de labio, que é
um dos mais prevalentes entre as neoplasias malignas bucais, seja por motivos
profissionais ou estilo de vida (CZERNINSKI et al.,2010).

Associacao entre a qualidade da saude bucal e CEO, também foi estudada.
No Brasil, um estudo apontou associacao positiva entre a baixa renda e o tempo de
escolaridade inferior a quatro anos com risco de cancer bucal (OR > 1 e p < 0,05),
enquanto a higiene bucal, pelo menos trés vezes ao dia, mostrou associagéao
negativa com o risco de desenvolver a doenga (OR < 1 e p < 0,05) (AGUILAR,
2006). Pacientes que relataram ir ao dentista menos de uma vez ao ano
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apresentaram excesso de risco de cancer oral (OR=2,0; 1C95%=1,1-3,6), porém
para aqueles que nunca procuraram assisténcia odontolégica o risco mostrou-se
ainda maior (OR=4,0; IC95%=2,1-7,6). Outros habitos relacionados a higiene oral
como escovacao dentaria e sangramento gengival também mostraram risco
aumentado para o cancer oral, porém nao estatisticamente significativos
(MARQUES, 2005).

Sabe-se, entretanto, que todos os eventos que envolvem a génese, 0
desenvolvimento e crescimento dos tumores e a sua capacidade de invasédo local e
a distancia, ocorrem simultaneamente e sao interligados por complexos mecanismos
moleculares pouco esclarecidos (CAMPO-TRAPERO, 2008).

Como apenas uma parcela menor de individuos expostos aos agentes
agressores desenvolve cancer, o risco pode depender da suscetibilidade individual.
Polimorfismos genéticos tém sido estudados com a finalidade de esclarecer estas
diferencas individuais. Polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas
no metabolismo do tabaco e do alcool, e em genes de reparo do DNA, assim como a
interacdo entre eles, podem alterar o resultado final da exposicdo e, portanto,
tornarem-se um importante fator do hospedeiro, favoravel ou nao ao
desenvolvimento do cancer (CABRAL et al., 2010; CURIONI, 2008; DATTA et al.,
2007; PETERS et al., GATTAS et al., 2006).

Dentre estas enzimas, as mais importantes na ativagao de pro-carcin6genos
(fase | do metabolismo), sao: CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2E1, CYP3A1,
CYP2D6. Os polimorfismos nos genes da fase Il (GSTM1, GSTT1 e GSTPI)
também podem contribuir com o risco de cancer (INGELMAN-SUNDBERG, 2001).
Outros polimorfismos, em pelo menos cinco genes de reparo do DNA (XPD, XPF,
ERCC1, XRCC3 e XRCCT1) também foram associados ao maior risco de cancer
(SHEN, JONES e MOHERENWEISER, 1998).

Numa metanalise sobre estudos de polimorfismos envolvidos com risco de
cancer de cabeca e pescoco (CCP) foram identificadas 221 publicacoées. Houve 75
(34%) publicacdes realizadas na Asia, 72 (33%) na América, e 68 (31%) em paises
europeus. O gene mais estudado foi o GSTM1 (58 estudos), seguido por GSTT1 (42
estudos), GSTP1 (cédon 105, 22 estudos) e p53 (cédon 72, 20 estudos).
AssociacOes estatisticamente significativas entre o genétipo GSTM1 nulo e risco
aumentado de CCP foram observadas (IARMARCOVAI et al., 2008).
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A enzima CYP1AT1 se encontra em niveis aumentados na mucosa oral de
fumantes (GUMUS et al., 2008). Polimorfismos do gene CYP1A1 foram associados
com maior risco de desenvolver cancer, inclusive o CEO (LEICHSENRING et al.,
2006; GATTAS et al., 2006). A variante CYP1A1 m1m2 juntamente com o uso do
tabaco desempenha papel significativo no cancer oral e da faringe (VARELA-LEMA
et al.,, 2008).

Ainda com relacdo aos genes da familia CYP, tem-se percebido o papel dos
hormbnios (glicocorticéides, estrogeno, progesterona, andrégenos, insulina e
glucagon) e receptores hormonais, bem como outros fatores (vitamina D, retindides)
na modulagdo da expressdao de CYP1A (MONOSTORY et al., 2009). Evidéncias
atuais sugerem o efeito modulador do género sobre a atividade do CYP, embora
exista necessidade de mais estudos para avalid-lo (SCANDLYN, STUART e
ROSENGREN, 2008).

Polimorfismos em GSTM1 e GSTT1 tém papel importante na carcinogénese
oral, apds a exposicao ao tabaco (YADAV et al. ; ZHUO W et al.,, 2009; VARELA-
LEMA et al.,; PATEL et al.; DUARTE et al., 2008; SHARMA et al., 2006), sobretudo
em GSTM1 (GARCIA et al.,, 2010). O genoétipo GSTM1 nulo esteve associado
também com risco de recorréncia locorregional e menor sobrevida nos pacientes
com CEO (GARCIA et al., 2010).

Foi observado que o gene XRCC1 tem papel importante na leucoplasia oral
apds a exposicao ao tabaco (YADAV et al.,, 2009). Estudos mostram que o
polimorfismo XRCC1*Arg194Trp pode ser um biomarcador de susceptibilidade ao
cancer oral em algumas populag¢des (ZHOU C et al., 2009; KIETTHUBTHEWS et al.,
2006). O alelo variante do codon 399 (399GIn), em XRCC1 também contribuiu para
maior risco de CEO (RAMACHANDRAN et al.,, 2006). Quando combinados com
outros polimorfismos genéticos e fatores como o tabagismo, polimorfismos XRCC1
mostram uma forte associacdo com o risco de cancer. A interacdo do gendtipo
399GIn/GIn e tabagismo pode estar associado com aumento de trés vezes no risco
de cancer (QU e MORIMOTO, 2005).

A interacao entre alguns polimorfismos genéticos e a intensidade/durag¢ao dos
habitos de tabagismo e etilismo, foi evidenciada em estudo brasileiro. O consumo de
mais de 30 macos/ano de cigarro associado ao polimorfismo CYP1A1 p.lle462Val e

o consumo de mais de 30g/L/d de bebidas alcodlicas associado ao polimorfismo
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XRCC1-194Trp aumentou em aproximadamente nove vezes o risco de CEO
(GARCIA et al., 2010).

Existe heterogeneidade nos achados dos estudos de associacdo entre
polimorfismos genéticos e CEO nas diferentes regides geograficas, e isso pode ser
devido ao efeito combinado de polimorfismos das diferentes enzimas
metabolizadoras do alcool como as do CYP450, que diferem significativamente nos
diferentes grupos étnicos (BRENNAN et al., 2004).

O efeito da etnia/raca na prevaléncia de doengas, assim como na sua forma
clinica € amplamente estudado. Estudos epidemiolégicos tém tentado mostrar a
influéncia da raga nas varias formas de cancer, mas em grande parte destes é
inconclusiva. Estes buscam respostas quanto ao risco de adoecer, o modo de
evoluir, e o progndstico do cancer (BARRETO, 2004).

Ward et al. (2004), estudando pacientes com céancer, concluiram haver
disparidades nos pacientes, considerando a raca e também o nivel socioeconémico.
Segundo Barreto (2004), a maioria dos trabalhos tem mostrado que raca nao é
apenas uma categoria biolégica, uma vez que negros e brancos, quando tratados de
forma semelhante, apresentam semelhante desfecho e sobrevida, em varios tipos de
cancer. O diagnéstico tardio €, por exemplo, uma das variaveis de disparidade entre
negros e brancos, que nado tem determinantes biolégicos e esta relacionado a
mortalidade por cancer. Todavia, em populacdes miscigenadas, a cor da pele pode
nao ser um bom marcador de ancestralidade, e, portanto o estudo de doencas
associadas as populacées ancestrais ndo podem se limitar a analise racial pelo
critério de cor da pele. Parra et al. (2003) relatou que no Brasil a cor da pele é um
pobre indicador de ancestralidade gendémica.

Ja variantes genéticos que apresentam grandes diferenciais de frequéncia
entre populacées étnica e/ou geograficamente distintas sédo ideais para estimar
ancestralidade genética. Estes marcadores sao também conhecidos como
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs). Utilizando nove loci AlMs
autossémicos (APO, AT3, GC (1S e 1F), DARC (FY-nulo), LPL, OCA 2, RB 2300 e
Sb 19.3 e ICAM), Parra et al. (2003) demonstraram a contribuicdo europeia, africana
e amerindia na formacao da populacao brasileira. Os SNPs sao polimorfismos de
unico nucleotideo. Os estudados por Parra et al. (2003) ocorrem em regides nao
codificadoras e sado, portanto, menos afetados por processos de selecdo natural
refletindo com mais acuracia a histéria evolutiva humana (ALVES et al., 2005).



16

Também sao utilizados com AlMs os polimorfismos de insercao e delecao Indel que
sao trechos de dois ou mais nucleotideos que podem estar presentes (inser¢ao) ou
ausentes (delecao) no genoma, e a inser¢des Alu, assim chamadas por terem sido
inicialmente descritas como uma fracao repetitiva de DNA que exibia um sitio de
restricdo para a enzima Alu.

Bomfim (2008) encontrou concordancia entre classificacdo fenotipica e
ancestralidade genética. O IBGE (2010) afirma que a populacdo da Bahia é
predominantemente composta por afrodescendentes, e segundo estudos recentes,
possui maior contribuicdo ancestral africana, seguida de européia e amerindia (ABE-
SANDES et al., 2010; FELIX et al., 2010; MACHADO, 2008).

As diferencas étnicas, geograficas e socioeconémicas sdo importantes
variaveis e atuam de forma conjunta na patogenia do cancer. A procura € 0 acesso
ao diagnéstico, o tipo de tratamento empregado, o tempo de inicio do tratamento, as
condutas nas recidivas, adesao a terapia fazem parte da lista de fatores que
influenciam no resultado final e que estao intimamente ligados as diferencas raciais
(BARRETO, 2004). Segundo larmacovai et al. (2008), estudos que considerem
fatores genéticos e ambientais, possivelmente envolvidos na carcinogénese de
cabeca e pescoco sao necessarios para verificar ndo apenas a contribuicao relativa
desses fatores para o desenvolvimento do tumor, mas também as contribuicoes de
suas interacoes hipotéticas.

Desta forma, para saber se a origem étnica/geografica exerce influencia sobre
o risco de CEO na Bahia, seja pela frequéncia de polimorfismos genéticos de risco
nos grupos ancestrais, ou pelos fatores ndo genéticos associados a determinados
grupos étnicos, como condigdes de moradia e estilo de vida, recomenda-se a
avaliacdo da ancestralidade através da analise de AlMs.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar a distribuicdo de fatores de risco genéticos e ambientais para o
carcinoma escamocelular oral em uma amostra de conveniéncia da populagao da
Bahia.

2.2. Especificos

e Descrever a amostra quanto aos habitos de tabagismo e de etilismo, e
caracteriza-los quanto a duracéo e intensidade;

e Caracterizar a amostra quanto ao habito de higiene oral, exposicao
ocupacional ao sol, histéria de infeccao por HPV, histéria familial de cancer e
aspectos socioecondmicos e demograficos;

e Estimar a contribuicdo das populacbes ancestrais africana, europeia e
amerindia, utilizando marcadores informativos de ancestralidade (AlIMs),
caracterizar a amostra fenotipicamente e investigar associacdo entre
ancestralidade e fatores de risco para carcinoma escamocelular oral;

e Determinar a frequéncia de polimorfismos em genes de suscetibilidade ao
CEO (GSTM1, GSTT1, CYP1A1, XRCC1) e investigar associagdo com

ancestralidade.
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3. JUSTIFICATIVA

O CEO possui incidéncias elevadas em todo o mundo, inclusive na Bahia,
onde ocupa a quarta posicao no ranking das mais incidentes formas de cancer. Os
nameros sao elevados, aproximadamente, 800 novos casos/ano (INCA, 2010),
sendo o terceiro cancer mais prevalente nos homens e o quinto entre as mulheres
baianas. Diferente do que ocorre na Bahia, em nivel nacional, entre as mulheres, € o
12° mais prevalente. A etiologia € multifatorial e a maioria dos casos € atribuida a
exposi¢cdo ao fumo e ao alcool, embora apenas uma parcela menor de individuos
expostos desenvolva o cancer, sugerindo suscetibilidade individual, a qual se
atribuem fatores genéticos e também socioecondmicos. Polimorfismos em genes
que metabolizam xenobi6ticos e em genes de reparo do DNA podem alterar o
resultado da exposicdo e, a frequéncia de alguns destes polimorfismos diferem
significativamente em diferentes grupos étnicos e/ou populacdes. Habitos culturais
ou formas diferentes de exposicdo aos agentes agressores também podem diferir
entre estes grupos. Isso sugere que a ancestralidade, pode também ter influéncia
sobre a suscetibilidade ao CEO. Como a Bahia possui um dos mais elevados indices
de CEO do Brasil e o maior contingente de afrodescententes, faz-se necessario,
para identificacdo de individuos ou grupos vulneraveis, investigar a frequéncia de
fatores de riscos para CEO, sua distribuicao na populacdo e a relacdo com
ancestralidade da populacao baiana.



4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo observacional descritivo, realizado em corte transversal.

TCLE e coleta de material
biologico

v

Questionario epidemiolégico

A

Extracdo do DNA genémico

'

Genotipagem

.

PCR
(delecdes/insercdes
e insercdes Alu)

PCR-RFLP
(SNPs)

PCR em tempo real
(SNPs)

v

Eletroforese em gel de
agarose 2% ou
poliacrilamida a 8%

l ,,

Andalise dos dados

e ~.

EPIINFO

GENEPOP,STRUCTURE

Figura 1. Fluxograma da operacionalizagdo da pesquisa.
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4.2. Populacao

Participaram do estudo 332 individuos, com idade entre 19 e 66 anos,
doadores de sangue saudaveis — segundo critérios adotados pela Politica Nacional
de Sangue e Hemoderivados - voluntarios da Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia da Bahia (HEMOBA), maior Banco de Sangue do estado, referéncia
em assisténcia hemoterapica. Para o calculo de dimensionamento da amostra, foi
utiizado o software Epi Info (TM) 3.5.1, com nivel de confianga de 95%,
considerando o numero de habitantes do estado da Bahia e frequéncia da variavel
(fator de risco) menos frequente em relacdo as demais varidveis estudas, em
populacdées sem cancer, descrita em estudos brasileiros (polimorfismo XRCC1
194*Trp).

Critérios de inclusdo: possuir idade igual ou superior a 18 anos sem

diagnoéstico de CEO até a data de inclusao na pesquisa.

Critérios de exclusao: ndo ter condicoes de entender plenamente os objetivos

e consequéncias do estudo, citados no TCLE (APENDICE A); discordancia em fazer
parte do estudo ou impossibilidade de se obter o consentimento informado e
esclarecido.

Recrutamento: os individuos foram abordados no dia em que realizavam

doacdo de sangue no HEMOBA, foram convidados a participar do estudo, e apds
assinatura do TCLE procedeu-se a aplicagdo do questionario epidemiol6gico e
coleta do material biolégico.

4.3. Questionario epidemiolégico

Foi aplicado questionario epidemiolégico (APENDICE B) para coleta de dados
detalhados, sobre: aspectos demograficos ou culturais (idade, sexo, localizacao
geografica, ocupacao, estado civil e religido) aspectos socioeconémicos (renda,
escolaridade, acesso aos servigcos de saude), historia de tabagismo/etilismo, relato
de infecgdo por HPV, antecedentes pessoais e familiares de cancer, peso e altura
para calculo do indice de massa corporal (IMC), e aspectos relacionados a saude
bucal. Exposicdo ocupacional ao sol foi investigada a partir da analise das
ocupacgodes referidas por cada individuo. Diferentemente do tabagismo, tem-se

atribuido um limite para consumo de &lcool sem que haja prejuizos a saude,
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portanto, conforme critérios da OMS (2005) foram identificados os etilistas que
fazem uso abusivo/nocivo, qual seja, uma dose-padrao (10g/dia de alcool) para
mulheres e duas dose-padrao para homens. Uma dose-padréao representa 350ml de
cerveja, 150ml de vinho ou 50ml de cachaca/destilados.

Com relacao aos aspectos socioecondmicos os individuos foram classificados
como baixa escolaridade (n&o sabe ler/escrever ou possui apenas ensino basico -
alfabetizado), média escolaridade (possui ensino fundamental incompleto até ensino
médio completo), alta escolaridade (possui ensino superior incompleto até pés-
graduacédo). Com relagdo a renda, neste trabalho, foi considerada renda baixa (até
trés salarios minimos), renda média (entre quatro e seis salarios minimos) e renda
alta (mais que seis salarios minimos).

Além da autodenominacdo de raca, foram coletadas informacdes para
caracterizacao fenotipica dos individuos levando em consideracdo caracteristicas
morfolégicas tais como: cor da pele (branca, marrom ou preta); textura de cabelo
(liso, ondulado ou crespo); formato do nariz (achatado, mediano ou proeminente,
arrebitado); formato dos labios (finos, médios ou grossos). De acordo com esses
critérios, os individuos de pele branca, cabelo liso ou ondulado, nariz proeminente,
arrebitado ou mediano, labios finos ou medianos, independente da cor do cabelo ou
pigmentagédo dos olhos, foram classificados como brancos. Os individuos de pele
preta, cabelo crespo, olhos pretos e labios grossos foram classificados como negros
e os demais foram classificados como mulatos (KRIEGER et al., 1965; PARRA et al.,
2003).

4.4. Analise Laboratorial

4.4.1. Coleta do material bioldgico:

Foram coletados 5ml de sangue periférico em tubo vacuntainer c/
Etilenodiaminotetracético (EDTA), apds o consentimento do paciente em participar
da pesquisa, pelos proprios profissionais responsaveis pela coleta de sangue no
HEMOBA. O sangue foi temporariamente armazenado no local de coleta até o final
do expediente, e em seguida remetido ao Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude (LABIMUNA/ICS/UFBA) no qual foram

realizadas as analises laboratoriais.
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4.4.2. Extracao de DNA:

O DNA foi extraido dos leuc6citos obtidos da amostra de sangue periférico
pela técnica de extracao salina (LAHIRI e NURNBERGER, 1991).

4.4.3. Estudo de polimorfismos de suscetibilidade:

No presente estudo foram analisados cinco marcadores de suscetibilidade ao
CEO, duas dele¢gdes completas dos genes GSTT1 e GSTM1, um SNP no gene
CYP1A1 e dois SNPs no XRCC1. A denominacao dos alelos mutantes e selvagens
encontram-se identificadas no Quadro 2. Para os genes GSTT1 e GSTMI1, foi
avaliada apenas a presenca ou auséncia dos genes, sendo portanto considerados
dois gendétipos, nulo e ndo-nulo, onde nulo significa auséncia do gene e nao-nulo, a
presenca. Estes polimorfismos foram selecionados por serem descritos como
associados ao CEO em estudos atuais, compreendidos entre os mais estudados e
por ja terem sido descritos em estudos com populacdes brasileiras. Com excecao do
polimorfismo CYP1A1*2C, todas as variantes estudadas reduzem a atividade

enzimatica.
Locus Mutacao Alelos rs Referéncia
GSTT1 | Deleco GSTT170 (mutante) : Lidoroa o
GSTT1*1 (selvagem) Biéche (2005)
Girault
- GSTM170 (mutante) . ’
GSTM1 Delecao . - Lidereau e
GSTM1*1 (selvagem) Biéche (2005)
p.lle462Val CYP1A1*2C (mutante) Bartsch et al.
CYPIAT | oup.462V =~ CYP1A1*1 (selvagem) | 1048943 (2000)
p.Arg399GIn | XRCC1 399*GIn (mutante) _
XRCCT | ou p.R399Q | XRCC1399°Arg (selvagem)  2>*87  Skjelored et al.
XRCC1 | p.Arg194Tip | XRCC1194'Trp (mutante) | oo (2006)
ou p.R194W | XRCC1 194*Arg (selvagem)

Quadro 2. Locus, mutagao, alelos mutantes e selvagens, rs respectivo na base de
dados do NCBI.

4.4.4. Estudo de polimorfismos de ancestralidade

No presente estudo foram analisados nove marcadores de ancestralidade,
sendo um polimorfismo de insercao/delecao - AT3-I/D, trés inser¢des Alu - SB19.3,
APO e PV92, e cinco SNPs —DARC (FY-NULL), CKMM, LPL, GC-1F e GC-1S

(quadro 3). O Quadro 3 é possivel identificar a localizacdo no genoma e a populacao




ancestral na qual o alelo*1 é mais frequente.
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AIM Polimorfismo | Localizacao Rs Populacao
AT3-I/D 76pb indel 1925.1 3138521 Africana
LPL T/C 8p21.3 285 Africana
GC-1F G/T 4913.3 7041 Africana
APO Insercéo Alu 11923.3 3138522 Europeia
Sb19.3 Insergéo Alu 19p12 3138524 Europeia
FY-null A/G 1923.2 2814778 Europeia
GC-18 C/A 4913.3 4588 Europeia

PV92 Insercao Alu 16023.3 3138523 Amerindia

CKMM C/T 19913.32 4884 Amerindia

Quadro 3. AIM, tipo de polimorfismo analisado, rs respectivo na base de dados do
NCBI, localizacdo cromossémica e populagdo onde o alelo *1 € mais frequente.

4.4.5. Genotipagem

Todos os segmentos de interesse nos genes de suscetibilidade foram
amplificados por reacdo em cadeia da polimerase - PCR (do inglés Polymerase
chain reaction), conforme metodologia (adaptada) empregada nos trabalhos
relacionados no Quadro 4 e utilizando as sequéncias de primers relacionadas no
Quadro 5. Os dois marcadores em XRCC1 e o marcador em CYP1A1 foram
analisados em multiplex (em uma Unica reacao) seguida de digestdo enzimatica. Os
fragmentos gerados foram analisados em gel de agarose a 2% ou poliacrilamida 8%,
corado com brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta ou nitrato de prata,
respectivamente (Figuras 2 a 7). Para analise do tamanho dos fragmentos gerados
foi utilizado o marcador de peso molecular N3236S da New England Biolabs® de
50pb.

A genotipagem dos marcadores em GSTT1 e GSTM1 também foi realizada
em reacao multiplex. A este multiplex foi adicionado um par de primer para
amplificagcdo do lécus HB (gene da hemoglobina), como controle da reacao. Os
produtos da amplificacdo foram analisados em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etideo (Figura 2).
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Gene Mutacao Metodologia/ Enzima Bibliografia
XRCC1 p'Argfr" Trp PCK‘A';TLP Abdel-Rahman et al. (2000)
XRCC1 p'ArgiigG’” PCK‘A';TLP Abdel-Rahman et al. (2000)
cypiat| PlesezVal PCK‘/I‘SF;'I:LP Carstensen et al. (1993)
GSTM1 |  Delegio Segggﬁﬂﬂ%‘iﬁga “ Park et al. (2008)
GSTT1 | Delegao Segggﬁgﬂﬂ%‘iﬁga “ Park et al. (2008)

Quadro 4. Mutagdes em genes de suscetibildade ao CEO e estudo referéncia para
a metodologia de genotipagem utilizada.

Quanto aos AlMs, o polimorfismo indel e as inser¢des Alu (AT3I/D, Sb19.3,
APO e PV92, respectivamente) foram genotipados por PCR utilizando os primers
relacionados no Quadro 5. As condicdes de PCR foram: 1 ciclo com 94°C por 6
minutos e T°C (temperatura de pareamento) por 2 minutos; seguido por 35 ciclos
com 72°C por 1 minuto, 94°C por 30 segundos, T°C de pareamento por 1 minuto e
um ciclo final de 72°C por 10 minutos. As reacdes de PCR foram feitas em volume
total de 25ul, composto por: 100 ng de DNA; 10 mM trisHCI pH 8,5; 50 mM KCI, 1,5
mM MgCls; 0,01% gelatina; 200 mM de cada dNTP; 0,25 mM de cada primer, e 1U
de Taqg DNA polimerase.
A técnica de discriminagao alélica por PCR em tempo real foi utilizada para
genotipar os SNPs nos loci DARC (FY-NULL), LPL, CKMM, CG-F e CG-S.
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Gene Sequéncia dos primers T°C Se%?be)nto

F-5- CCACAGGTGTAACATTGTGT -3 .

AT3 R: 5- GAGATAGTGTGATCTGAGGC -3 54 572

APO F:5- AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG -3 o 400"
R: 5- AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA -3’
F: 5- AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT -3 .

PVoz R: 5- TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG -3' 56 400
F: 5 TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG -3 .

SB19.3 R: 5- AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC -3’ 63 457
F: 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC -3

GSTT1 R: 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA -3’ 60 459
F: 5~ GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC -3

GSTM1 R: 5- GTTGGGCTCAAATATACGGTGG -3 60 219

B F: 5~ GAAGAGCCAAGGACAGGTAC -3 263
R: 5- CAACTTCATCCACGTTCAGC -3 60
F:5- GCCCCGTCCCAGGTA -3

XRCC1 R: 5- AGCCCCAAGACCCTTTCACT -3 59 491
F:5- TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA -3

XRCC1 R: 5- TCCTCCAGCCTTTTCTGATA -3 59 615
F:5- TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT -3

CYP1A1 R: 5- CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT -3 59 343

Quadro 5. Sequéncia dos primers e temperatura de melting (TM) utilizados para

amplificacdo dos segmentos de interesse.
* Tamanho do segmento com presenga da insergao.

Figura 2. Padrao de bandas observado para os locus GSTT1 e GSTM1.

MP: Marcador de peso molecular. Raia 1: portador dos genétipos GSTT1*nulo e GSTM1*nao-nulo
(268pb e 219pb). Raia 2: portador dos gendtipos GSTT1*ndo-nulo e GSTM1*nulo (459pb e 219pb).
Raia 3: portador dos genétipos GSTT1*ndo-nulo e GSTM1*nao-nulo (459pb, 268pb e 219pb). Raia 4:
portador dos genétipos GSTT1*nulo e GSTM1*nulo (268pb).

M 1234567

AL

vl

Figura 3. Padrao de bandas observado para o locus AT3.
M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 3 e 4: individuos homozigotos para a auséncia da inser¢ao

(496pb). Raias 6 e 7: individuos heterozigotos (572pb e 496pb). Raia 5: individuo homozigoto para a
presenca da inserc¢ao (572pb).
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M12345678

<—— 109pb

Figura 4. Padrdo de bandas observado para o lécus APO.

M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 2 e 3: individuos homozigotos para a presenga da insergdo
(409pb). Raias 4, 5 e 6 : individuos heterozigotos (409pb e 109pb). Raias 7 e 8: individuos
homozigotos para a auséncia da insergao (109pb).

M1 2 3 4 56 7 8 9

457 pb

157 pb

Figura 5. Padrdo de bandas observado para o locus SB19.3.

M: Marcador de peso molecular. Raia 1 e 3: individuo homozigoto para a presenga da insercédo
(457pb). Raia 2, 4, 5, 6: individuos heterozigotos (457pb e 157pb). Raia 7, 8 e 9: individuo
homozigoto para a auséncia da insergao (157pb).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9

<+—— 400pb

=

Figura 6. Padrdo de bandas observado para o locus PV92.

M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 2 e 3: individuos homozigotos para a presenca da inser¢édo
(400pb). Raia 4, 5 e 6: individuos heterozigotos (400pb e 100pb). Raias 7, 8 e 9: individuos
homozigotos para a auséncia da insercao (100pb).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Banda (Locus)
B15Ph (lll) == == == — E— = = e e e e e e e = e = e
375 pb (1) — = = = = = = = = = = = = = = = = e
343 pb (I) —_ — = = = - — = = = = _— e em e =
B11pb(ll) = = _— - —_— - _— - — = — —  — _— - _— —
291 pb (I1) _— - —_— - (R — (N — — = — — = _— - _— —
240 pb (111) T e T T e T S Y e T S S S
208 pb (ll) = = = — —_— - _— = = = = . S
180pb (Il) == == == = e Em e e e e e e e e e e em e e mm em e e = e e e
135pb(I) = = = = - - _— = = = = . — & o & &
Locus > Discriminacao genotipica
| > m/m m/m m/m m/m m/m m/m m/m m/m m/m wt/m wt/m wt/m wt/m wt/m wt/m wt/m wt/m wt/m wt/wt wt/wt wt/wt wi/wt wt/wt whb/wt wt/wt wt/wt wt/wt
> m/m wt/m wt/wt m/m wtm wbwt m/m wt/m wtwt m/m wt/m wt/wt m/m wt/m wtwt m/m wt/m wt/wt m/m wt/m wtwt m/m wt/m wbtwt m/m wt/m wt/wt
" > m/m m/m m/m wt/m wtm wt/m wt/wt wtwt wt/wt m/m m/m m/m wt/m wt/m wt/m wt/wt wbtwt wt/wt m/m m/m m/m wt/m wt/m wit/m wt/wt whwt wt/wt

Figura 7b. Representacao grafica dos padrbes de bandas observados em poliacrilamida, para os loci XRCC1 (cédon 399) (I),
XRCC1 (codon 194) (Il) e CYP1A1 (cddon 462) (1I).

Sao 27 combinagbes de bandas possiveis. No locus I, m/m, wt/m e wt/wt representam os genétipos 399GIn/399GIn, 399Arg/399GIn e 399Arg/399Arg,
respectivamente . No /ocus Il, m/m, wt/m e wt/wt representam os genoétipos 194Trp/194Trp, 194Arg/194Trp e 194Arg/194Arg, respectivamente. No locus I,
m/m, wt/m e wt/wt representam os genétipos 2C/2C, 1/2C e 1/1, respectivamente.
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4.5. Aspectos éticos

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade do Estado da Bahia (CEP/UNEB), de acordo com o parecer n®
0603110018254. O trabalho obedece a resolucao 196/96 do Conselho Nacional

de Saude, bem como suas complementares.
4.6. Analise dos dados

Os dados foram analisados descritivamente, calculando-se frequéncias
absolutas e relativas, e o intervalo de confianca (95%) para variaveis
categéricas, médias, medianas e desvio padrdao para variaveis numéricas.
Estas anadlises foram realizadas com o soffware EPIINFO. Para a determinacao
das frequéncias alélicas e equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o
programa GENEPOP 4.0.10. Os indices de mistura foram avaliados através
dos programas STRUCTURE 2.2 e ADMIX 95.
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5. MANUSCRITO 1

SANN-DIAS DS. Analise de fatores de risco, genéticos e ambientais, para
carcinoma escamocelular oral em uma amostra da populacdo da Babhia.
Dissertacdao (Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas
Goncalo Moniz, p30-56, Salvador, 2013.

O manuscrito se relaciona aos seguintes objetivos da tese:

e Descrever os individuos quanto aos habitos de etilismo e de
tabagismo, e caracteriza-los quanto a duracao e intensidade;

e (Caracterizar os individuos quanto ao habito de higiene oral,
exposicao ocupacional ao sol, histéria de infecgéo por HPV, histdria
familial de cancer e aspectos socioecondmicos e demograficos;

e Determinar a frequéncia de polimorfismos em genes de
suscetibilidade ao CEO (GSTM1, GSTT1, CYP1A1, XRCCHT)
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ANALISE DE FATORES DE RISCO, GENETICOS E AMBIENTAIS, PARA
CARCINOMA ESCAMUCELULAR ORAL EM UMA AMOSTRA DA
POPULAGAO DA BAHIA

Sann-Dias DS', Bomfim TF?, Machado TMB?, Meyer R?, Abé-Sandes K'#3 |

1- Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ, 2- Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular/ICS/UFBA, 3- Universidade do Estado da
Bahia (UNEB).

INTRODUCAO

O carcinoma escamocelular oral (CEO) é o mais comum entre os
canceres que atinge a regido de cabeca e pescoco. E o quarto cancer mais
frequente no Nordeste do Brasil e também na Bahia (INCA, 2012) e no Brasil,
cerca de 75% dos casos sao diagnosticados em estadio clinico avangado (lll
ou 1IV) (BERGAMASCO et al., 2008). Assim, o reconhecimento de individuos ou
grupos de risco € crucial para o combate a esta doenca.

O risco para o CEO esta relacionado tanto com a intensidade como com
a duracao do consumo do tabaco e do éalcool. A literatura aponta que pelo
menos 80% dos casos sdo atribuiveis a exposicdo ao fumo e alcool (RAGIN,
MODUGNO e GOLLIN, 2007). Outros fatores de risco para o CEO séao
infecgdes pelo papiloma virus humano (HPV), desnutricao, histéria familial de
cancer e exposicao ocupacional ao sol. A prevaléncia do HPV no CEO varia
entre 3,9% a 33,3% (LLAMAS-MARTINEZ, 2008; HERRERO et al., 2003).
Estudos evidenciaram a associacdo entre CEO e o declinio do indice de massa
corpérea (IMC) (NIETO et al., RAJKUMAR et al.,, 2003). A historia familial
positiva de CEO chega a quadruplicar o risco para desenvolver a doencga
(BROWN et al., 2001). A exposicao solar estd associada ao cancer de labio,
que é um dos mais prevalentes entre as neoplasias malignas bucais, seja por
motivos profissionais ou estilo de vida (CZERNINSKI et al.,2010).

A associacao entre a qualidade da saude bucal e CEO também foi
estudada. No Brasil, um estudo relatou que higiene bucal, pelo menos trés

vezes ao dia, mostrou associagcdo negativa com o risco de desenvolver a



31

doenca (AGUILAR, 2006), Em outro estudo, pacientes que relataram ir ao
dentista menos de uma vez ao ano apresentaram excesso de risco de cancer
oral (OR=2,0; IC95%=1,1-3,6) (MARQUES, 2005).

Sabe-se, entretanto, que todos os eventos que envolvem a génese, o
desenvolvimento e crescimento dos tumores e a sua capacidade de invasao
local e a disténcia, ocorrem simultaneamente e sdo interligados por complexos
mecanismos moleculares pouco esclarecidos (CAMPO-TRAPERO, 2008).

Como apenas uma parcela menor de individuos expostos aos agentes
agressores desenvolve cancer, o risco pode depender da suscetibilidade
individual ao céancer. Polimorfismos genéticos tém sido estudados com a
finalidade de esclarecer estas diferencas individuais. Polimorfismos em genes
que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do tabaco e do alcool, e em
genes de reparo do DNA, assim como a interagédo entre eles, podem alterar o
resultado final da exposicao e, portanto, tornarem-se um importante fator do
hospedeiro, favoravel ou ndo ao desenvolvimento do cancer (CABRAL et al.,
2010; CURIONI, 2008; DATTA et al., 2007; PETERS et al., GATTAS et al,
2006).

Dentre estas enzimas, uma das mais importantes na ativacdo de pro-
carcindégenos (fase | do metabolismo) € a CYP1A1. Os polimorfismos nos
genes da fase Il (GSTM1 e GSTT1) também podem contribuir com o risco de
cancer (INGELMAN-SUNDBERG, 2001). Polimorfismos no gene de reparo do
DNA XRCC1 também foram associados ao maior risco de céncer (SHEN,
JONES e MOHERENWEISER, 1998).

Polimorfismos do gene CYP1A1 foram associados com maior risco de
desenvolver cancer, inclusive o CEO (LEICHSENRING et al., 2006; GATTAS
et al., 2006). Polimorfismos em GSTM1 e GSTT1 tém papel importante na
carcinogénese oral, apés a exposicao ao tabaco (YADAV et al. ; ZHUO et al.,
2009; VARELA-LEMA et al.,; PATEL et al.; DUARTE et al., 2008; SHARMA et
al., 2006), sobretudo em GSTM1 (CURIONI, 2008). O genétipo GSTM1 nulo
esteve associado também com risco de recorréncia locorregional e menor
sobrevida nos pacientes com CEO (CURIONI, 2008).

Foi observado que o gene XRCC1 tem papel importante na leucoplasia
oral ap6s a exposicao ao tabaco (YADAV et al., 2009). Estudos mostram que o
polimorfismo XRCC1*Arg194Trp pode ser um biomarcador de susceptibilidade
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ao cancer oral em algumas populagbes (ZHOU C et al, 2009;
KIETTHUBTHEWS et al., 2006). O alelo variante do codon 399 em XRCC1
também contribuiu para maior risco de CEO (RAMACHANDRAN et al., 2006).
Quando combinados com outros polimorfismos genéticos e fatores como o
tabagismo, polimorfismos XRCC17 mostram uma forte associacdo com o risco
de céncer. A interacdo do gendtipo 399GIn/Gin e tabagismo pode estar
associada com aumento de trés vezes no risco de cancer (QU e MORIMOTO,
2005).

A heterogeneidade dos achados nas diferentes regides geograficas
pode ser devido ao efeito combinado de polimorfismos das diferentes enzimas
metabolizadoras do alcool como as do CYP450, que diferem significativamente
nos diferentes grupos étnicos (BRENNAN et al., 2004).

Varios estudos tém investigado a associacdo entre marcadores
genéticos de risco para o desenvolvimento do cancer oral, mas nenhum
investigou a distribuicdo destes fatores de risco ou de fatores ambientais na
populacdo da Bahia, como eles se relacionam ou estdo distribuidos nos

diferentes estratos sociais, econémicos, culturais ou demograficos.
METODOLOGIA

Foi realizado um estudo observacional descritivo, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado da Bahia (CEP/UNEB), de
acordo com o parecer n® 0603110018254. Neste estudo, foram analisados 332
individuos com idade entre 19 e 66 anos, doadores voluntarios de sangue da
Fundacao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). A analise dos
fatores de risco ambientais foi realizada em 309 individuos e as analises
moleculares em 320. Como critérios de inclusdo, 0s mesmos deveriam possuir
idade igual ou superior a 18 anos sem diagnostico de CEO até a data de
inclusdo na pesquisa. Foram excluidos os que ndo entenderam ou nao
concordaram com sua participacdo no estudo. Foi aplicado questionario
epidemiologico para coleta de dados detalhados, sobre: aspectos demograficos
ou culturais, aspectos socioeconémicos, e exposicao a fatores de risco
ambientais para CEOQO.
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Para o calculo de dimensionamento da amostra, foi utilizado o software
Epi Info (TM) 3.5.1, com nivel de confianga de 95%, considerando o niumero de
habitantes do estado da Bahia e frequéncia da variavel (fator de risco) menos
freqiente em relacdo as demais variaveis estudas, em populacées sem cancer,

descrita em estudos brasileiros (polimorfismo XRCC1 194*Trp).

Estudo de polimorfismos de suscetibilidade

Apbs coleta de 5ml de sangue periférico em tubo vacuntainer c/
Etilenodiaminotetracético (EDTA), procedeu-se a extracdo de DNA pela técnica
de extracdo salina (LAHIRI & NURNBERGER, 1991), e em seguida, foram
analisados cinco marcadores de suscetibilidade ao CEO, sendo duas delecbes
completas dos genes GSTT1 e GSTM1, um SNP no gene CYP1AT1 e dois
SNPs no XRCC1. Todos os segmentos de interesse nos genes de
suscetibilidade foram amplificados por reagdo em cadeia da polimerase - PCR
(do inglés Polymerase chain reaction), conforme metodologia (adaptada)
empregada nos trabalhos relacionados no Quadro 6. Os dois marcadores em
XRCC1 e o marcador em CYP1A1 foram analisados em Multiplex (TA 59°C),
seguida de digestao enzimética. Os marcadores em GSTT1 e GSTM1, também
foram analisados em reagao multiplex (TA 60°C). A esta reacgao foi adicionado
um par de primer para amplificacdo de um segmento do gene HB, como
controle da reagdo. Os fragmentos gerados foram analisados em gel de
agarose a 2% ou poliacrilamida 8%, corado com brometo de etideo e
visualizado em luz ultravioleta ou nitrato de prata, respectivamente. Para os
genes GSTT1 e GSTM1, foi avaliado apenas a presenca ou auséncia dos
genes, sendo, portanto considerados dois gendtipos, nulo e nao-nulo, onde

nulo significa auséncia do gene e nao-nulo, a presenca.
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= Metodologia/ | ., .
Gene Mutacao Alelos rs Enzima Bibliografia
(Cr;n Su{ac:teo) PCR-tamanho
GSTT1 Delecao GSTT1*1 - segmento
(selvagem) amplificado Park et al.
GSTM170 PCR-tamanho (2008)
GSTM1 Delecao gn;}ﬁ;?; - segmento
(selvagem) amplificado
CYP1A1*2C
p.lle462Val ou
(mutante) PCR-RFLP Carstensen et
CYP1AT p-1462V CYP1A1+1 | 1048943 | \ienisU/37°C al. (1993)
(selvagem)
XRCC1 399*GIn
p.Arg399Gin (mutante) PCR-RFLP
XACCT | 5 p.R399Q | XRCC1399*Arg | 2987 | Mspl5U/37°C Abdel-Rahman
(selvagem)
XRCC1 194*Trp PCR.RELP etal. (2000)
XRCC1 p.Arg194Trp (mutante) } o
oup.R194W | XRCC1 194*Arg | 1799782 | Mspl SU/37°C
(selvagem)

Quadro 6. Gene, mutacao, alelos mutantes e selvagens, rs respectivo na base
de dados do NCBI, metodologia de genotipagem e estudo-referéncia.

Analise dos dados

Os dados foram analisados descritivamente, calculando-se frequéncias
absolutas e relativas, e o intervalo de confianca (95%) para variaveis
categéricas, médias, medianas e desvio padrdao para variaveis numéricas.

Estas analises foram realizadas com o software EPIINFO.

RESULTADOS

Os individuos tinham, em média, 35,9 anos de idade (17-66).
Predominaram na amostra, individuos residentes em Salvador (84%) e
individuos nascidos em Salvador (63%). A distribuicdo geografica dos
individuos mostrou que os mesmos residem em cidades proximas a capital
Salvador. Na Tabela 1, encontram-se descritas as caracteristicas demograficas
e socioeconémicas da populacao estudada. A maioria dos individuos € do sexo
masculino (71,4%), estado civil solteiro (50,8%), de religido catdlica (55,7%), de
baixa renda (até trés salarios minimos) (59,5%), de média escolaridade (do
ensino fundamental até ensino médio completo) (63,6%), autodenominados
negros (48,3%) (negros ou pardos: 78,7%), e classificados fenotipicamente
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como mulatos, seguido de negros e de brancos (68,6%, 18,6% e 5,5%,

respectivamente).

Tabela 1. Caracterizacdo socioeconémica e demografica dos participantes do
estudo.

Variaveis N Frequéncia(%)

Sexo

Mulheres 89 28,6

Homens 222 71,4
Mora na capital

Mora na capital 253 82,1

Mora no interior 55 17,9
Estado civil

Solteiro 156 50,8

Casado 136 44,3

Outros 15 4,9
Religiao

Catoélico 146 55,7

Evangélico 51 19,5

QOutros 65 24,8
Escolaridade *

Baixa 24 8,2

Média 185 63,6

Alta 82 28,2
Renda **

Baixa 178 59,5

Média 71 23,7

Alta 50 16,7
Raca (autodenominacao)

Negro 146 48,3

Mulato 126 41,7

Branco 28 9,3

Indigena 2 0,7
Raca (classificacao fenotipica) ***

Negro 70 23,1

Mulato 208 68,6

Branco 25 8,3

* baixa escolaridade (ndo sabe ler/escrever ou possui apenas ensino basico - alfabetizado),
média escolaridade (possui ensino fundamental incompleto até ensino médio completo), alta
escolaridade (possui ensino superior incompleto até pds-graduagao) ** renda baixa (até trés
salarios minimos), renda média (entre quatro e seis salarios minimos) e renda alta (mais que
seis salarios minimos). *** Baseada na andlise das caracteristicas morfolégicas (cor da pele,
textura de cabelo, formato do nariz e dos labios.

Na Tabela 2 observa-se as frequéncias alélicas e genotipicas de
variantes nos genes de enzimas de fase | de metabolizagdo (CYP1A7),
enzimas de fase |l de metabolizacdo (GSTT1 e GSTMT) e enzimas de reparo
de DNA (XRCCT), na populacao estudada. A frequéncia dos genoétipos GSTT1-
nulo e GSTM1-nulo, e dos alelos XRCC1-399*GIn, XRCC1 194*Trp e
CYP1A172C foi de 22,9%, 44,1%, 56,5%, 12,3% e 25,6% na populacao

estudada, respectivamente.
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Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos genéticos de
risco para CEO na populacéo estudada.

Gene Genotipo N Frequéncia (%)
GSTT1
Nulo 70/306 229
Nao-Nulo 236/306 77,1
GSTM1
Nulo 135/306 441
Nao-Nulo 171/306 55,9
XRCC1 56,5 *
399Arg/399Arg 32/138 23,2
399Arg/399GIn 56/138 40,6
399GIn/399GIn 50/138 36,2
XRCC1 12,3 *
194Arg/194Arg 129/163 79,1
194Arg/194Trp 28/163 17,2
194Trp/194Trp 6/163 3,7
CYP1A1 25,6 *
1/1 102/174 58,6
1/2C 55/174 31,6
2C/2C 17/174 9,8

*Frequéncia dos alelos GSTT1*0, GSTM1*0, XRCC1 399*Gin, XRCC1 194*Trp e CYP1A1*2C
, nos repectivos loci, GSTT1, GSTM1, XRCC1 XRCC1e CYP1A1.

Na Tabela 4 observa-se que a maioria dos individuos nao possui
convénio médico privado (56,4%), e uma menor propor¢cao, embora ndo menos
relevante, relatou possuir dificuldades de acesso aos servicos de saude
(41,3%).

Observa-se nas Tabelas 4 e 5, que 14,6% da populagdo € ou foi
tabagista, iniciando o habito em média aos 17,6 anos (12-39), com mediana de
consumo de 4,6 cigarros/dia (1-60) durante 10,7 anos, em média. Foi mais
comum o uso de cigarros industrializados sem adicdo de mentol (83,9%),
seguido de mentolados (32,3%), fumo de rolo mascado (3,2%) e outros (3,2%).
O consumo de fumo de rolo em cachimbo e de fumo de rolo inalado nao foi
relatado na amostra. Com relacdo ao habito de etilismo, 64,3% da populacéao
estudada relatou possuir ou ter possuido o habito, com inicio, em média, aos
18,3 anos de idade (7-40), com média de consumo de 171,4 ml de bebidas
alcodlicas/dia, durante 15 anos, em média. O consumo predominante de
cerveja (89,1%) foi mais frequente entre os entrevistados, seguido de vinho
(5,9%) e de cachaca/destilados (4,2%).

Estimativa de consumo diario de gramas de etanol, considerando a
concentragdo de etanol na bebida predominantente consumida, e os limites
diarios recomendados pela OMS para evitar danos a saude, foi realizada para
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determinar a frequéncia de individuos que fazem uso abusivo de alcool. O uso
abusivo foi observado com frequéncia de 21,8% entre os individuos etilistas ou
ex-etilistas, representando 12,7% de toda a populacao estudada.

Desta forma, observou-se que mais de um em cada 10 individuos
encontram-se ou ja foram expostos ao tabagismo (14,6%), € mais de um em
cada 10 foram ou ja foram expostos a concentracdes diarias abusivas de etanol
(12,7%). Os demais fatores de risco ambientais investigados variaram sua
frequéncia entre 2% e 34,9%, baixo indice de massa corporal e histéria familial
de cancer, respectivamente. O relato de infec¢do por HPV esteve presente em
2,3% dos individuos. A exposicao ocupacional ao sol foi observada em 18% da

amostra.

Tabela 4. Frequéncias fatores de risco ambientais na populagéo estudada.

N Freauéncia (%)
Fatores de risco sociais
Dific. acesso servicos de saude 126/305 413
N&o possui convénio médico 171/303 56.4
Tabaaismo
Tabagista 16/302 5.3
Nao-tabagista 258/302 854
Ex-tabagista 28/302 9.3
Fumo utilizado
Cigarro mentolado 10/31 32.3
Cigarro nao-mentolado 26/31 83.9
Cachimbo 0/31 0.0
Fumo de rolo mascado 1/31 3.2
Fumo de rolo inalado 0/31 0.0
Outro fumo 1/31 3.2
Etilismo
Etilista 175/305 57.4
N&o-etilista 109/305 35.7
Ex-etilista 21/305 6.9
Abuso de élcool 39/179 21.8
Cerveja 131/135 97.0
Vinho 51/135 37.8
Cachaca/destilados 37/135 27.4
Bebida mais usual
Cerveja 106/119 89.1
Vinho 7/119 59
Cachaca/destilados 51119 4.2
Indiferente 1/119 0.8
Outros fatores de risco ambientais
Exposicédo ocupacional ao sol 55/306 18.0
IMC baixo 6/300 2.0
Cancer: histéria pessoal 3/307 1.0
Céancer: histéria familial 107/307 34.9

Também na Tabela 5 verifica-se que a média de consultas ao dentista é

de 2,6 consultas/ano (1:6) e a média de escovagao dentaria/dia foi 2,8.
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Tabela 5. Caracterizacado dos habitos de etilismo, tabagismo e de saude bucal.

N Meédia Variancia DP Minimo Mediana Maximo

Tabagismo
Idade de inicio 4 17,6 26,5 5,1 12,0 17,0 39,0
Cigarros/dia 38 12,6 2451 15,7 0,0 4,6 60,0
Duracao (anos) 34 10,7 56,5 7,5 1,0 10,0 30,0
Etilismo
Idade de inicio 180 18,3 20,6 4,5 7,0 18,0 40,0
Alcool (ml)/dia 177 416,1 473594,9 688,2 1,6 171,4 4000,0
Duracao (anos) 111 15,0 85,1 9,2 1,0 14,0 44,0
Saude bucal
Consulta dentista/ano 306 2,6 2,4 1,5 1,0 2,0 6,0
Escovacao dentaria/dia 306 2,8 0,7 0,8 1,0 3,0 7,0

As Tabelas 6 a 8 mostram que as frequéncias alélicas dos polimorfismos
de risco estudados sdo semelhantes entre individuos que moram na capital e
no interior do estado da Bahia; entre individuos tabagistas, nao-tabagistas ou
ex-tabagistas; e entre individuos etilistas, nao-etilistas ou ex-etilistas.

Como os polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e CYP1A1
participam do processo de metabolizacao do tabaco e do alcool pretendeu-se
observar a relagdo entre estes e a intensidade de consumo de cigarro e de
bebidas alcodlicas. Na Figura 9 pode-se perceber que o consumo diario de
cigarros é maior entre os portadores do genétipo homozigoto mutante CYP1A71
(2C/2C) (19,1 cigarros/dia) que nos heterozigotos (7/2C) (7,1 cigarros/dia). Nao
havia tabagistas ou ex-tabagistas homozigotos selvagens (462lle/462lle). Este
consumo foi também maior entre portadores do gendtipo nulo para GSTT1
(19,4 cigarros/dia) e GSTM1 (40 cigarros/dia) comparados com o0s genétipos
nao-nulo para estes loci. Com relagdo ao consumo médio diario de bebidas
alcoolicas (Figura 10), assim como ocorreu com o consumo diario de cigarros,
houve maior consumo entre os portadores dos genoétipos nulo que nos
genoétipos ndo-nulos em GSTT1 (467ml/dia) e GSTM1 (584ml/dia). Com
relagdo ao CYP1A1, diferentemente do ocorrido com o consumo de cigarros,
os homozigotos mutantes CYP1A1 (2C/2C) (407ml/dia) fazia maior consumo

de alcool que os outros gendtipos.
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Tabela 6. Distribuicdo de polimorfismos genéticos de risco para CEO na capital
e no interior do estado

LOCALIZACAO GEOGRAFICA
Capital Interior
N Freq N Freq
GSTT1-nulo 232 0,12 52 0,11
GSTM1-nulo 232 0,21 52 0,26
XRCC1 399*GIn 104 0,55 25 0,60
XRCC1 194*Trp 124 0,11 28 0,14
CYP1A1*2C 132 0,24 30 0,30

Tabela 7. Distribuicdo de polimorfismos genéticos de risco de acordo com o
habito de tabagismo

TABAGISMO
Tabagista Ex-tabagista Nao-tabagista
N Freq N Freq N Freq
GSTT1-nulo 12 0.040 27 0.075 239 0.120
GSTM1-nulo 12 0.125 27 0.240 239 0.220
XRCC1 399*GIn 6 0.415 13 0.540 107 0.575
XRCC1 194*Tro 7 0.215 15 0.065 126 0.120
CYP1A1*2C 8 0.250 19 0.265 132 0.255

Tabela 8. Distribuicdo de polimorfismos genéticos de risco de acordo com o
habito de etilismo.

ETILISMO
Etilista Ex-etilista Nao-etilista
N Freq N Freq N Freq
GSTT1-nulo 159 0.100 21 0.145 101 0.130
GSTM1-nulo 159 0.215 21 0.240 101 0.230
XRCC1 399*GIn 72 0.505 12 0.665 43 0.630
XRCC1 194*Trp 83 0.120 15 0.035 52 0.145
CYP1A1"2C 90 0.295 17 0.205 54 0.195

Cigarros/dia

747* 747* /L’7=‘ 447* 7*;) 7*})\
2c, N M o, 6 o,
l2c “C s, “%

Média 19,1 7,1 194 110 400 114 |

Figura 9. Consumo diario de cigarros de acordo com o genotipo.
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Figura 10. Consumo diario de bebidas alcodlicas (ml) de acordo com o
gendtipo.

Na Tabela 9 verifica-se a distribuicdo de fatores socioecondmicos e
demogréficos em individuos expostos a fatores de risco ambientais. Observa-
se que nenhuma das variaveis estudas mostrou diferenca entre os grupos
expostos ou ndo expostos ao tabagismo, demonstrando que a frequéncia do
tabagismo ndo é dependente de sexo, localizagdo (capital/interior),
escolaridade ou renda. No etilismo, no entanto, parece haver maior propor¢ao
de homens (77,6%>60,6%) e individuos de baixa escolaridade (11,5%>2,9%)
no grupo exposto do que no grupo nao exposto. Isto demonstra que sexo
masculino e baixa renda sdo possiveis fatores relacionados ao habito de
etilismo. J& no grupo exposto a doses abusivas de alcool, a relacdo manteve-
se com baixa escolaridade (22,9%>9,8%), mas nao houve diferenca entre
homens e mulheres.

Ainda na Tabela 9, verifica-se que o sexo feminino foi mais frequente
entre aqueles que relataram dificuldades de acesso aos servicos de saude
comparado aos que nao relataram este tipo de dificuldade (39,3%>23,5%),
enquanto que o inverso aconteceu com 0s homens (63,5%<76,5%). Também,
maior dificuldade de acesso aos servicos de saude foi observada em individuos
com alta renda, do que entre os que ndo apresentam esta dificuldade
(5,8%<24,6%). Sexo masculino foi mais frequente entre os expostos
ocupacionalmente ao sol, que 0s nao expostos (92,7%>66,5%); renda média
parece estar relacionada positivamente ao relato de HPV (71,4%>22,7%) e
renda baixa, negativamente, (14,3%<60,5%); a histéria familial de cancer,
mostrou relacdo com o sexo feminino (39,3%>23,5%) e com renda alta
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(25,5%>22,9%). Nao houve diferenca na distribuicdo dos fatores de risco

investigados de acordo com a localizagao geografica capital/interior.

Figura 11. percebe-se aparente correlacdo entre maior numero de

marcadores genéticos de risco e maior numero de ocorréncias familiares de

cancer, entre os individuos portadores do genétipo homozigoto mutante para o

polimorfismo XRCC1-399*GiIn. Esta correlagdo nao foi observada em nenhum

outro gendtipo em nenhum dos outros polimorfismos investigados.

[o]
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Figura 11. Correlacdo entre maior numero de marcadores genéticos de risco e
maior numero de ocorréncias familiares de cancer, estratificada pelo gendétipo

para o polimorfismo XRCC1 399*Glin (rs25487).
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Tabela 9. Distribuicdo de fatores socioecondmicos e demograficos em

individuos expostos a fatores de risco ambientais para o CEO.

Nao Sim
Variavel N % N %
TABAGISTA OU EX-TABAGISTA
Sexo
Mulheres 74 28,7 13 29,5
Homens 184 71,3 31 70,5
Localizacao
Capital 211 81,8 38 86,4
Interior 47 18,2 6 13,6
Escolaridade
Baixa 21 8,5 3 7,7
Média 157 63,8 24 61,5
Alta 68 27,6 12 30,8
Renda
Baixa 155 62 22 51,2
Média 58 23,2 10 23,3
Alta 37 14,8 11 25,6
ETILISTA OU EX-ETILISTA
Sexo
Mulheres 43 39,4 44 22,4
Homens 66 60,6 152 77,6
Localizacao
Capital 91 83,5 160 81,6
Interior 18 16,5 36 18,4
Escolaridade
Baixa 3 2,9 21 11,5
Média 68 64,8 115 62,8
Alta 34 32,4 47 25,7
Renda
Baixa 66 63,5 112 58,3
Média 23 22,1 46 24
Alta 15 14,4 34 17,7
CONSUMO ABUSIVO DE ALCOOL
Sexo
Mulheres 32 22,9 8 20,5
Homens 108 77,1 31 79,5
Localizacao
Capital 113 80,7 31 79,5
Interior 27 19,3 8 20,5
Escolaridade
Baixa 13 9,8 8 229
Média 78 59,1 25 71,4
Alta 41 31,1 2 5,7
Renda
Baixa 78 56,9 24 61,5
Média 30 21,9 12 30,8
Alta 29 21,2 3 7,7
S DIFICULDADE DE ACESSO AOS SERVICOS DE SAUDE
exo
Mulheres 42 23,5 46 36,5
Homens 137 76,5 80 63,5
Localizacao
Capital 147 82,1 104 82,5
Interior 32 17,9 22 17,5
Escolaridade
Baixa 16 9,1 7 6,2
Média 103 58,9 80 70,8
Alta 56 32 26 23
Renda
Baixa 94 53,7 81 66,9
Média 38 21,7 33 27,3
Alta 43 24,6 7 5,8
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Nao Sim
Variavel N % N %
EXPOSICAO OCUPACIONAL AO SOL
Sexo
Mulheres 84 33,5 4 7,3
Homens 167 66,5 51 92,7
Localizacao
Capital 209 83,3 42 76,4
Interior 42 16,7 13 23,6
Escolaridade
Baixa 19 8,1 5 9,3
Média 145 61,4 39 72,2
Alta 72 30,5 10 18,5
Renda
Baixa 145 59,2 31 59,6
Média 55 22,4 16 30,8
Alta 45 18,4 5 9,6
RELATO DE HPV
Sexo
Mulheres 86 28,7 3 42,9
Homens 214 71,3 4 57,1
Localizacao
Capital 246 82 6 85,7
Interior 54 18 1 14,3
Escolaridade
Baixa 23 8,1 1 14,3
Média 182 64,3 2 28,6
Alta 78 27,6 4 57,1
Renda
Baixa 176 60,5 1 14,3
Média 66 22,7 5 71,4
Alta 49 16,8 1 14,3
HISTORIA FAMILIAL DE CANCER
Sexo
Mulheres 47 23,5 42 39,3
Homens 153 76,5 65 60,7
Localizacao
Capital 163 81,5 89 83,2
Interior 37 18,5 18 16,8
Escolaridade
Baixa 18 9,4 6 6,1
Média 136 70,8 48 49
Alta 38 19,8 44 44,9
Renda
Baixa 123 64,1 54 50,9
Média 44 229 27 25,5
Alta 25 13 25 23,6

Na Tabela 10, é possivel observar variaveis relacionadas a fatores de

risco para CEO e compara-las de acordo com fatores so6cio-econdmicos e

demograficos. Verifica-se que os homens tabagistas (ou ex-tabagistas)

apresentam mediana de consumo diario de cigarros maior que as mulheres

(10>1 cigarro/dia), e apresentaram maior tempo de duracdo do habito de

tabagismo (12,2>7 anos). Apresentaram menor idade de inicio do etilismo

(17,9<19,4 anos) e maior duracao do habito, e também, aparentemente, maior

média de consumo diario de bebidas alcodlicas (214,2>133,3 ml/dia) do que as
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mulheres. Com relacao a localizagdo geografica, apenas a variavel cigarros/dia
mostrou diferencga entre os individuos da capital e do interior. O consumo diario
médio de cigarros foi maior entre os individuos do interior do estado (27,3>4,2
cigarro/dia), nao houve diferenca entre estes com relagdo as outras variaveis
estudadas. Apenas o numero de consultas realizadas ao dentista parece diferir
nos diferentes estratos de renda, sendo maior entre aqueles que possuem
baixa renda. Com relacdo a escolaridade, observa-se que em praticamente
todas as variaveis estudas houve alguma diferenca entre as médias
observadas nos diferentes estratos de escolaridade. Houve maior consumo de
cigarros (33,6 cigarros/dia), maior consumo de bebidas alcodlicas (249,9
mi/dia), e maior duracdo do tabagismo (14 anos) no grupo com baixa
escolaridade. Maior idade de inicio do habito de etilismo foi observada em
individuos de média escolaridade (18,8 anos), assim como maior média de
consultas anuais ao dentista (2,8). Entre os individuos de alta escolaridade, o

namero de escovacao dentaria diaria foi maior, em média.



Tabela 10. Analise de variaveis relacionadas a fatores de risco para o CEO de

acordo com varidveis socioeconémicos e demograficos.

N Média Median

N Média Median N Média Median

SEXO
Inicio do tabagismo
Cigarros/dia
Duracao do tabagismo
Inicio do etilismo
Alcool (ml)/dia
Duracao do etilismo
Consulta dentista/ano
Escovagao dentaria/dia
CAPITAL
Inicio do tabagismo
Cigarros/dia
Duragéao do tabagismo
Inicio do etilismo
Alcool (ml)/dia
Duracao do etilismo
Consulta dentista/ano
Escovagao dentaria/dia
RENDA
Inicio do tabagismo
Cigarros/dia
Duragéao do tabagismo
Inicio do etilismo
Alcool (ml)/dia
Duragéo do etilismo
Consulta dentista/ano
Escovagao dentaria/dia
ESCOLARIDADE
Inicio do tabagismo
Cigarros/dia
Duragéao do tabagismo
Inicio do etilismo
Alcool (ml)/dia
Duragéo do etilismo
Consulta dentista/ano
Escovagao dentaria/dia

11
11
10
42
39
26
89
89

37
35
30
144
142
85
252
252

20
18
16
101
100
65
177
177

19
20
14
23
23

Mulheres
18,5 18,0
4,7 1,0
7,0 7,0
19,4 18,0

276,7 133,3
12,1 11,5
2,3 2,0
2,8 3,0

Sim
17,2 17,0
11,3 4,3
10,5 10,0
18,3 18,0

426,3 190,0
14,6 14,0
2,6 2,0
2,8 3,0

Baixa
18,5 15,5
16,2 10,5
12,4 11,0
17,9 18,0

395,0 175,7
141 14,0
2,8 2,0
2,8 3,0

Baixa
14,7 13,0

33,6 40,0
14,0 14,0
16,5 17,0

492,7 250,0
15,7 15,0
2,4 2,0
2,1 2,0

30
27
24
138
138
85
217
217

4
3
4

36

35

26

54

54

10
10

23
21
17
107
103
65
184
184

Homens
17,3 16,0
15,8 10,0
12,3 11,5
17,9 18,0
4555 214,2
15,9 15,0
2,7 2,0
2,7 3,0
Nao
21,8 17,5
27,3 40,0
12,0 12,5
18,1 18,0
3749 166,6
16,2 17,5
2,7 2,0
2,6 3,0
Média
16,8 17,5
13,7 10,0
12,5 11,5
19,5 18,0
570,4 207,1
16,6 17,0
2.4 2,0
2,8 3,0
Média
18,1 16,0
14,5 10,0
11,9 11,0
18,9 18,0
468,4 2142
14,5 13,0
2,9 3,0
2,8 3,0

10

31
32
19
50
50

11
10
11
42
43
21
82
82

Alta

17,0
5,2
7,1

17,8

299,7

15,8
2,2
2,9

Alta

17,5
2,3
7,0
17,9
177,0
14,8
2,0
2,9

17,5
2,1
5,0
18,0
142,8
14,0
2,0
3,0

18,0
1,6
4,0

18,0

128,5

14,0
2,0
3,0

DISCUSSAO

A distribuicdo geografica dos individuos pertencentes a amostra

estudada mostra que a maioria reside em Salvador ou cidades préximas a

Salvador, evidenciando possivel viés de amostragem de conveniéncia, dado

que o HEMOBA esté localizado na capital do estado, e, portanto, os resultados

deste estudo podem nao representar a realidade de todo o estado da Bahia.
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Segundo o IBGE (2010), que utiliza critérios de autodenominacao
raca/cor, na Bahia, ha predominio de pardos, seguido de brancos, negros, e
outros (59,2%, 17,1%, 22,2%, 1,5%), e predominio de individuos com renda de
até 03 salarios minimos (91,1%). Trabalho realizado com 512 individuos da
Bahia, no qual foram utilizados os mesmos critérios para classificacdo
fenotipica utilizados neste estudo, também observou predominio de mulatos
(ou pardo), seguidos de brancos, negros e outros (77,5%, 17,2%, 4,3% € 1,2%,
respectivamente) (BOMFIM, 2008). No presente estudo, em ambos os critérios
de classificacao, fenotipica e por autodenominacgao, houve maior propor¢céao de
negros e menor propor¢do de brancos que no trabalho citado. Isto pode se
justificar no fato de haver maior participacdo de individuos de Salvador na
amostra, visto que Salvador é a cidade baiana com maior frequéncia de afro-
descendentes (IBGE, 2010). Azevedo et al. (1982) ainda ressalta, , o
“escurecimento” da populacédo do estado da Bahia a medida que se aproxima
do litoral.

Conforme a Tabela 3, as frequéncias dos polimorfismos genéticos de
risco para CEO neste estudo, comparadas as frequéncias observadas em
outras populacdes brasileiras, da Bahia (trabalhadores rurais) (GATTAS, et al.,
2004), de Sao Paulo e do Rio de Janeiro (LEITE, et al., 2007; ROSSINI et
al.,2002), parecem mais frequentes que nas demais citadas, com excecao do
genotipo GSTTT1-nulo, aparentemente mais frequente em Sao Paulo (CURIONI,
2008) e do GSTM1-nulo com frequéncia maior, embora semelhante, também
na populacdo de Sao Paulo (GATTAS et al., 2004). A frequéncia mais elevada
destes genodtipos na populacdo da Bahia comparada a outras populacoes
brasileiras pode ser explicada pela diferenca na formagdo genética destas
populacdes e pode representar maior risco genético para a ocorréncia de
doencas relacionadas a estes polimorfismos, como o CEO. No entanto, sabe-
se que 0s mecanismos que explicam o aumento do risco para CEO nos
individuos portadores destes polimorfismos estao relacionados aos habitos de
vida, principalmente ao tabagismo e etilismo e ainda pode ser mediado por
outras interagdes genéticas. Assim, para estimar o risco relativo que estes
polimorfismos representam para o desenvolvimento de CEQO, seria necessario

realizar um estudo epidemiolégico analitico com andlise multivariada.
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Tabela 3. Frequéncia de polimorfismos de risco em populacdes brasileiras.

ESTUDOS COM POPULACOES BRASILEIRAS

Polimorfismo SP* BA** SP** SP*** RJ****  BA*****
244 137 457 124 591 306
GSTT1-nulo 37,70% 23,80% 22,53% 22,57% 25,40% 22,90%
244 137 457 124 591 306
GSTM1-nulo 19,30% 35,70% 45,95% 41,92% 4211% 44,10%
244 - - - - 174
XRCC1 399*GiIn 38,30% - - - - 56,50%
244 - - - - 163
XRCC1 194*Trp 5,30% - - - - 12,30%
244 - - - - 138
CYP1A1*2C 18,00% - - - - 25,60%

*Moradores de Sao Paulo (CURIONI, 2008). **Trabalhadores rurais do interior da Bahia e da
zuna urbana de Sao Paulo (GATTAS, et al., 2004). ***Moradores do interior de Sao Paulo
(LEITE, et al., 2007). ****Moradores do Rio de Janeiro/RJ (ROSSINI et al.,2002). *****Presente
estudo.

Verificou-se que mais de um em cada 10 individuos sdo ou ja foram
expostos ao tabagismo. Foi mais comum o uso de cigarros industrializados
sem adicao de mentol (83,9%), seguido de mentolados (32,3%), fumo de rolo
mascado (3,2%) e outros (3,2%). Segundo Viegas (2008) provavelmente o uso
de tabaco sem a producéao de fumaca (mascado) seja menos letal que o uso de
cigarros, mas nao ha duvidas de que todas as formas de utilizacdo de tabaco
apresentam significativo aumento do risco de adoecimento e morte prematura
entre seus usudrios. Como mencionado, as formas mais comuns de uso do
tabaco foi na forma inalada, isto significa que a maioria dos fumantes baianos
parecem estar expostos as formas mais nocivas de tabagismo.

Mais de um em cada 10 individuos foram ou ja foram expostos a
concentracdes diarias abusivas de etanol (12,7%), isto €, além do limite diario
de concentracdo de etanol recomendados para evitar danos a saude
(homens=20g e mulheres=10g), segundo a OMS (2005).

Ja foi relatada associacao entre a pobreza ou fatores socioeconémicos e
cancer em regiao de cabeca e pescoco (MOLES et al., 2008). As justificativas
para esta relacdo se sustentam sob as hip6teses de que individuos menos
favorecidos economicamente podem ter mais dificuldade de acesso aos
servicos de saude e por esta razao tém menos acesso as medidas profilaticas
ou curativas, ou vivem sob condi¢cdes ambientais facilitadoras para a exposicao
aos agentes de risco para CEO, as quais ainda sdo pouco conhecidas. Neste
estudo, dificuldades como estas foram referidas por 41,3% da populacao.



Os demais fatores de risco ambientais investigados variaram sua
frequéncia entre 2% e 34,9%, baixo indice de massa corporal e histéria familial
de céancer, respectivamente. Embora nao se saiba ao certo se baixo IMC é
causa, consequéncia ou ambos € sabido que desnutricao cronica contribui para
o aumento do risco de CEO. Estudos evidenciaram associacao entre o declinio
no indice de massa corpérea dois anos antes do diagnostico de CEO
(RAJKUMAR et al., 2003). A historia familial de cancer chega a aumentar em 2-
4 vezes 0 risco para cancer em regiao de cabeca e pescoco (BROWN et al.,
2001). A frequéncia de historia familial de cancer na populacado estudada foi
menor, embora semelhante, que a observada em uma amostra de individuos
com CEO do Parana — Brasil (34,9%<40,6%) (LOSI-GUEMBAROVSKI et al.,
2009). Em se tratando de um fator que pode aumentar em até quatro vezes
risco para o CEO, seria esperada uma frequéncia muito menor na populacédo
sem CEO, sendo assim, seria esperada uma menor frequéncia deste achado
neste estudo, o que nos leva a crer que a populacédo estudada possui elevada
frequéncia de histéria familial de cancer, e, consequentemente, alto risco para
cancer, dentre os quais, o CEO. Todavia, como se tratam de populagcdes
distintas (Parana e Bahia), estudos de pacientes com CEO da Bahia sao
necessarios para confirmacao destes achados e estimativa real do risco que
histéria familial de céncer representa para o desenvolvimento de CEO no
estado da Bahia. Outro fator de risco importante é o HPV. Neste estudo, o
relato de HPV esteve presente em 2,3% dos individuos. O HPV esta associado
a lesbes benignas e malignas da mucosa da via aerodigestiva superior
principalmente em tumores da cavidade bucal (59%) comparado a outros tipos
de tumores. Todavia apenas uma pequena parcela das infecgdes por HPV
produzem lesdes, e destas, poucas progredirdo para o cancer (SCULLY, 2002;
BRENNAN et al., 2004). Assim, é possivel que o simples relato de HPV seja
um dado subestimado da real frequéncia de exposicao a este agente de risco.

A exposicao ocupacional ao sol é considerada um dos fatores de risco
mais importantes no estabelecimento do CEO, mais especificamente na regido
labial (RAPIDIS et al.,, 2009). O cancer do labio apresenta uma particular
importancia no Brasil. Exposicdo ocupacional ao sol sem a protecdo adequada
€ considerado um fator de risco para cancer labial em trabalhadores
(CZERNINSKI, ZINI e SGAN-COHEN, 2010). Cerca de um em cada cinco
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individuos esta exposto a este fator de risco, neste estudo. Contudo, este dado
nao levou em consideracdo o tempo de exposi¢cdo, ou o uso de filtro solar,
apenas foi questionada presenca ou auséncia de exposicao solar. Logo, nao se
pode avaliar a existéncia de risco real para o CEO, nestes individuos.

O risco para CEO tem sido descrito entre aqueles que frequentam o
dentista menos de uma vez ao ano (OR=2,0; 1C=1,1:3,6) ou que nunca
procuraram assisténcia odontolégica( OR=4,0; IC=2,1-7,6). Escovacgao dentaria
com baixa frequéncia mostra aumento de risco para o cancer oral, porém nao
estatisticamente significativos (AGUILAR et al., 2006). As médias de consultas
ao dentista e de escovacao dentaria/dia sugerem que a populacao estudada
nao apresenta maior risco para CEO considerando estes aspectos.

Sabemos que os polimorfismos GSTT1-nulo, GSTM1-nulo, CYP1A1*2C
interferem de formas distintas no metabolismo do alcool e do tabaco,
modificando desta forma, o processo de eliminacdo dos substratos téxicos. Os
primeiros dificultam a eliminagcdo de substratos toxicos pela auséncia de
atividade enzimatica, e o segundo aumenta a atividade catalitica da enzima
CYP1A1 e consequentemente aumenta a ativacao desses substratos (GOTO
et al., 1996). Neste estudo, foi encontrado maior consumo de cigarros nos
gendtipos nulo em GSTT1, GSTM1 e nos homozigotos mutantes
CYP1A1*2C/2C comparados aos outros gendtipos. Com relagdo ao consumo
de bebidas alcodlicas, também foi maior em GSTT1-nulo, GSTM1-nulo, porém
foi menor nos homozigotos mutantes CYP1A1°2C /2C. Isto sugere que a
intensidade de consumo de cigarros e de bebidas alcodlicas sofra influéncia do
gendtipo para estes polimorfismos, no entanto, isto ndo pode ser concluido
com este estudo.

Aparentemente, existe uma forte relacao entre etilismo e tabagismo. De
acordo com os resultados encontrados, existe possivel associacdo entre o
habito de etilismo e maior consumo de cigarros, e, sobretudo, entre consumo
predominante de bebidas de alto teor alcodlico e maior consumo de cigarros.
Ainda mais evidente €& a possivel relacdo entre presenca do habito de
tabagismo e maior consumo de bebidas alcodlicas, visto que a média de
consumo € quase trés vezes maior entre os tabagistas. Sabendo disto, os
estudos de associacdo entre tabagismo/etilismo e CEO devem levar em

consideracao o efeito dose/resposta, e a combinacédo entre os dois agentes,
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para que seja possivel estimar o risco real que cada um representa, e com isso
permitir o aprimoramento das ac¢des de prevencao e promocado de saude em
populacdes expostas aos mesmos.

Verificou-se que sexo masculino e baixa escolaridade sdo possiveis
fatores relacionados ao habito de etilismo. Os individuos expostos a doses
abusivas de alcool, também possuiam baixa escolaridade, em sua maioria, no
entanto homens e mulheres parecem estar igualmente expostos a este fator de
risco. Isto significa que, embora homens de baixa escolaridade possam ter
maior risco de serem expostos ao etilismo, individuos com menor escolaridade,
independentemente do sexo fazem maior consumo de doses abusivas de
alcool. E sabido que o habito de fumar e de consumir bebidas alcodlicas é de
fato predominante em homens, e também mais jovem (OBID b, 2011).
Portanto, individuos com baixa escolaridade, principalmente do sexo
masculino, sdo mais vulneraveis ao desenvolvimento de doencas relacionadas
ao tabagismo e etilismo, como o CEO. Além disso, a semelhanga entre os
achados de consumo abusivo de &lcool entre homens e mulheres possa
justificar haver menor disparidade na prevaléncia de CEO entre homens e
mulheres da Bahia em relacao ao restante do pais (INCA, 2010).

Com relacao a dificuldades de acesso aos servicos de saude, individuos
de baixo renda e mulheres parecem ter mais dificuldade, por conseguinte,
podem ser mais vulneraveis a doencas e/ou a evolucdo para quadros mais
graves de doencas consideradas progressivas, como é o caso do CEO, em
razdo da menor assisténcia a satde. A relacdo com a baixa renda atribui-se a
dificuldade de custear convénios ou procedimentos médicos privados, tendo
como Unica opgdo o Sistema Unico de Salde, que embora torne universal o
acesso a saude, depara-se com limitacées fisicas, estruturais e organizacionais
que acaba limitando o atendimento e gerando demanda reprimida. A relacao
com o sexo feminino, provavelmente deve ocorrer devido a renda destas
mulheres, que na realidade brasileira ainda € inferior a dos homens, em média.

Isto talvez colabore para haver na Bahia, maior propor¢cdo de mulheres
cometidas por CEO, comparado ao restante do pais, no entanto, dificuldades
de acesso aos servicos de saude entre mulheres pode ser uma realidade
generalizada. Segundo os registros hospitalares de cancer do Instituto Nacional
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de Cancer, na Bahia, o CEO é o quinto tipo de cancer mais prevalente entre as
mulheres, enquanto que, em nivel nacional, é o 12° (INCA, 2010).

Também se observou que ha mais homens do que mulheres expostos
ao sol durante o trabalho, e, portanto podem ser mais vulneraveis ao
desenvolvimento de doencas relacionado a exposi¢cdo ocupacional ao sol,
como é o caso do CEO. Isso ocorre, provavelmente, porque também é uma
realidade brasileira, o predominio de homens ocupando campos de trabalho
em ambientes abertos, por serem considerados muitas vezes inapropriados ou
incompativeis com o porte fisico feminino.

As diferengas encontradas nos individuos que relataram exposicédo ao
HPV (menos presente em individuos com renda baixa) precisam ser melhor
investigadas, todavia podem ter sofrido influéncia do numero pequeno da
amostra exposta a este agente agressor (sete individuos).

A relagédo entre mulheres e entre individuos de renda alta com o fator
histéria familial de cancer pode ter ocorrido devido a viés de meméria do
entrevistado, sendo as mulheres, culturalmente, mais envolvidas nas relacdes
familiares de cuidado que os homens; maiores possibilidade de diagnédstico de
cancer nos individuos com maior renda devida capacidade de acesso a
assisténcia médica; ou presenca de variaveis de confusdo, como
ancestralidade genética europeia, que é predominante entre os individuos de
maior renda (BOMFIM, 2008) e também pode estar relacionada a variantes
genéticas de risco para o desenvolvimento do cancer.

A possivel correlagdo entre maior numero de marcadores genéticos de
risco e maior numero de ocorréncias familiares de cancer, observada entre os
individuos portadores do genétipo homozigoto mutante para o polimorfismo
XRCC1 399*Gin pode ser explicada pelo fato de que quanto maior o nimero de
marcadores genéticos de risco, maior probabilidade de dano causado ao DNA
diante da exposicdo a agentes ambientais agressores, e consequentemente,
maior a necessidade da acédo da enzima de reparo XRCC1, que sera deficiente
na presenga do polimorfismo XRCC1-399*Gin. E, possivelmente, individuos
geneticamente vulneraveis possuem familiares geneticamente vulneraveis e
com isso, maior chance de terem familiares acometidos por cancer.

O numero de consultas realizadas ao dentista parece diferir nos
diferentes estratos de renda, sendo maior entre aqueles que possuem baixa
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renda, o que é um achado interessante, visto que ja foi relatado que os
individuos de baixa renda possuem maior dificuldade de acesso aos servigcos
de saude. Talvez seja um achado espulrio ou isso ocorra em razao da
ampliacdo do acesso as agdes de saude bucal na atencédo basica do Sistema
Unico de Satde (SUS) nos dltimos anos, por meio do Programa de Salde da
Familia, que, embora 0 acesso seja universal, este espago acaba sendo pouco

frequentado por pessoas de classe socioeconémica mais elevada.
Consideracoes finais

Dada a maior frequéncia de polimorfismos genéticos de risco para CEO,
com excecao do GSTT1-nulo, com relacdo a outras populacao brasileiras, a
populacdo da Bahia pode ser mais vulneravel geneticamente ao
desenvolvimento de CEO que outras regides do pais. Neste estudo, um em
cada dez individuos é ou foi tabagista ou etilista, ou consume alcool de forma
abusiva, sendo vulneravel a doengas relacionadas ao tabagismo ou etilismo,
como CEO. Sexo masculino e baixa escoralidade parece se relacionar com
etilismo, embora ndo tenha havido, nesta amostra, distingdo entre homens e
mulheres para uso abusivo de bebidas alcodlicas. Além disso, historia familial
de cancer mostrou-se um importante fator indicativo de vulnerabilidade
genética para cancer nesta populacdo. As mutacdes nos genes GSTTT,
GSTM1 e CYP1A1, que participam do processo de metabolizacdo do tabaco e
do alcool, parecem modificar a intensidade do consumo de cigarros e de
bebidas alcodlicas, todavia mais estudos necessitam ser realizados para
confirmacgéao deste achado. E, individuos portadores do genétipo homozigoto
mutante XRCC1*399GIn/399GIn parecem ter mais ocorréncias de cancer na
familia a medida que portam maior numero de polimorfismos genético de risco
podendo sugerir risco pessoal de cancer. Pelo menos dois em cada de dez
individuos foram identificados com este gendtipo, e podem ser mais
vulneraveis ao CEO.
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O manuscrito se relaciona aos seguintes objetivos da tese:

Estimar a contribuicdo das populagdes ancestrais africana,
europeia e amerindia, utilizando marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs), caracterizar a amostra fenotipicamente e
investigar associacado entre ancestralidade e fatores de risco para
carcinoma escamocelular oral;

Investigar associacdo entre polimorfismos em genes de
suscetibilidade ao CEO (GSTM1, GSTT1, CYP1A1, XRCC1) e

ancestralidade genética.



ANALISE DE ANCESTRALIDADE EM INDIVIDUOS COM POLIMORFISMOS
GENETICOS OU FATORES AMBIENTAIS DE RISCO PARA CARCINOMA
ESCAMOCELULAR ORAL NUMA AMOSTRA DA POPULACAO DA BAHIA

Sann-Dias DS', Bomfim TF?, Machado, TMB? Meyer R?, Abé-Sandes K'23.

1- Laboratério Avancado de Saude Publica/Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz/FIOCRUZ, 2- Universidade Federal da Bahia (UFBA), 3- Universidade do
Estado da Bahia (UNEB).

INTRODUCAO

O efeito da etnia/raca na prevaléncia de doencgas, assim como sob sua
forma clinica € amplamente estudado. Estudos epidemiol6gicos tém tentado
mostrar a influéncia da raca nas varias formas de cancer, mas em grande parte
destes € inconclusiva. Eles buscam respostas quanto ao risco de adoecer, o
modo de evoluir, e o prognéstico do cancer (BARRETO, 2004).

Ward et al. (2004), estudando pacientes com cancer, concluiram haver
disparidades nos pacientes, considerando a raca e também o nivel
socioeconémico. Segundo Barreto (2004), a tendéncia da literatura atual é a de
mostrar que raga ndo € apenas uma categoria bioldgica, uma vez que negros e
brancos, quando tratados de forma semelhante, apresentam semelhante
desfecho e sobrevida, em varios tipos de cancer. O diagnéstico tardio €&, por
exemplo, uma das variaveis de disparidade entre negros e brancos, que nao
tem determinantes bioldgicos e esta relacionado a mortalidade por cancer.

O carcinoma escamocelular oral (CEO) é o mais comum entre 0s
canceres que atinge a regido de cabeca e pescoco. E o quarto cancer mais
frequente no Nordeste do Brasil e também na Bahia (INCA, 2012). O risco para
o CEO esta relacionado tanto com a intensidade como com a duracédo do
consumo do tabaco e do alcool. A literatura aponta que pelo menos 80% dos
casos sao atribuiveis a exposicdo ao fumo e alcool (RAGIN, MODUGNO e
GOLLIN, 2007).

A heterogeneidade dos achados nas diferentes regides geograficas pode
ser devido ao efeito combinado de polimorfismos das diferentes enzimas
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metabolizadoras do alcool como as do CYP450, que diferem significativamente
nos diferentes grupos étnicos (BRENNAN et al.,, 2004). Estes, e outros
polimorfismos que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do tabaco e
do alcool, ou em genes de reparo do DNA, podem alterar o resultado final da
exposicao e, portanto, tornam-se um importante fator do hospedeiro, favoravel
ou néo ao desenvolvimento do CEO (CABRAL et al., 2010; CURIONI, 2008;
DATTA et al., 2007; PETERS et al., GATTAS et al., 2006).

Dentre estas enzimas, uma das mais importantes na ativacdo de pro-
carcinégenos (fase | do metabolismo), € a CYP1A1. Entre as enzimas de fase Il
do metabolismo estdo a GSTM1 e a GSTT1, e entre as enzimas de reparo de
DNA estd a XRCC1. Polimorfismos em genes que codificam estas enzimas
podem contribuir com o risco de CEO (INGELMAN-SUNDBERG, 2001; SHEN,
JONES e MOHERENWEISER, 1998).

As diferencas étnicas, geograficas e socioecondmicas sdo importantes
variaveis e atuam de forma conjunta no céncer. A procura e 0 acesso as
principais modalidades de diagnéstico, o tipo de tratamento empregado, o
tempo de inicio do tratamento, as condutas nas recaidas, adesédo a terapia
fazem parte da lista de fatores que influenciam no resultado final e que estao
intimamente ligados as diferencas raciais (BARRETO, 2004). Segundo
larmacovai et al. (2008), estudos que considerem fatores genéticos e
ambientais, possivelmente envolvidos na carcinogénese de cabecga e pescoco
sdo0 necessarias para verificar ndo apenas a contribuicao relativa desses
fatores para o desenvolvimento do tumor, mas também as contribuicbes de
suas interacoes hipotéticas.

Além do tabaco e do alcool, outros fatores de risco ambientais para o
CEO séao infeccoes pelo papiloma virus humano (HPV), desnutricdo e
exposi¢cdo ocupacional ao sol. A prevaléncia do HPV no CEO varia entre 3,9-
33,3% (LLAMAS-MARTINEZ, 2008; HERRERO et al, 2003). Estudos
evidenciaram a associacao entre o risco aumentado do CEO e o declinio do
indice de massa corpérea (IMC) (NIETO et al., RAUJIKUMAR et al., 2003). A
histéria familial, positiva de CEO chega a quadruplicar o risco para desenvolver
a doenca (BROWN et al., 2001). A exposicao solar esta associada ao cancer
de labio, que é um dos mais prevalentes entre as neoplasias malignas bucais,
seja por motivos profissionais ou estilo de vida (CZERNINSKI et al.,2010).
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Associacdo entre a qualidade da saude bucal e CEO, também foi
estudada. No Brasil, um estudo relatos que higiene bucal, pelo menos trés
vezes ao dia, mostrou associacdo negativa com o risco de desenvolver a
doenca (OR < 1 e p < 0,05) (AGUILAR, 2006), Em outro estudo, pacientes que
relataram ir ao dentista menos de uma vez ao ano apresentaram excesso de
risco de cancer oral (OR=2,0; IC95 por cento=1,1-3,6) (MARQUES, 2005).

Como o Brasil € um pais cuja populagdo é miscigenada e onde cerca de
75% dos casos de CEO sao diagnosticados em estadio clinico avangado (lll ou
IV) (BERGAMASCO et al, 2008), o conhecimento da influéncia da
ancestralidade sob a vulnerabilidade da populacdo ao CEO é de crucial
importancia.

Todavia, em populagdes miscigenadas, a cor da pele pode ndo ser um
bom marcador de ancestralidade, e, portanto, o estudo de doencas associadas
a populagdes ancestrais ndao podem se limitar a analise racial pelo critério de
cor da pele. Parra et al. (2003) relatou que no Brasil a cor da pele é um pobre
indicador de ancestralidade gendmica. Ja, variantes genéticos que apresentam
grandes diferenciais de frequéncia entre populagcbes étnica e/ou
geograficamente distintas sdo os ideais para estimativas de mistura
populacional. Estes marcadores sdo também conhecidos como marcadores
informativos de ancestralidade (AIMs). Utilizando nove variantes em Jloci
autossémicos (APO, AT3-I/D, GC (1S e 1F), DARC (FY-NULL), LPL, OCA 2,
RB 2300 e Sb 19.3,ICAM), Parra et al. (2003), determinou a contribuicao
europeia, africana e amerindia na formagao da populagéo brasileira.

Bomfim (2008) encontrou concordancia entre classificagao fenotipica e
ancestralidade genética. O IBGE (2010) afirma que a populacdo da Bahia é
predominantemente composta por afrodescendentes, e segundo estudos
recentes, possui maior contribuicdo ancestral africana, seguida de européia e
amerindia (ABE-SANDES et al., 2010; FELIX et al., 2010; MACHADO, 2008).

Desta forma, para saber se a origem étnica/geografica exerce influencia
sobre o risco de CEO na Bahia, seja pela frequéncia de polimorfismos
genéticos de risco nos grupos ancestrais, ou pelos fatores ndo genéticos
associados a determinados grupos étnicos, como condicdes de moradia e
estilo de vida, recomenda-se a avaliagdo da ancestralidade também seja
realizada através da analise de AlMs.
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Os poucos estudos de epidemiologia molecular sobre CEQO realizados no
Brasil tem se limitado a investigar a associagdo entre os marcadores genéticos
e a doenca. No entanto, sabe-se que cada populacdo possui formacéo
genética particular e que interacdes entre genética e meio ambiente ou entre
genes podem fazer com que determinado marcador desempenhe risco numa
populacdo e ndo desempenhe em outra. Nenhum estudo realizado no Brasil
havia investigado a contribuicdo ancestral na formacao genética de individuos
expostos a fatores de risco para CEO, sejam eles genéticos ou ambientais e
com isso identificar se existe ou nao relacdo entre estes fatores e a

ancestralidade.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo observacional descritivo aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado da Bahia (CEP/UNEB), de
acordo com o parecer n® 0603110018254. Neste estudo, analisamos 332
individuos com idade entre 19 e 66 anos, doadores voluntarios de sangue da
Fundacao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). A analise dos
fatores de risco ambientais foi realizada em 309 individuos e as analises
moleculares em 320. Como critérios de inclusdo, 0s mesmos deveriam possuir
idade igual ou superior a 16 anos sem diagnéstico de CEO até a data de
inclusdo na pesquisa. Foram excluidos 0os que ndo entenderam ou n&o
concordaram com sua participag¢ao no estudo.

Para o célculo de dimensionamento da amostra, foi utilizado o software
Epi Info (TM) 3.5.1, com nivel de confianga de 95%, considerando o numero de
habitantes do estado da Bahia e freqiéncia da variavel (fator de risco) menos
freqUente em relacdo as demais variaveis estudas, em populacées sem cancer,
descrita em estudos brasileiros (polimorfismo XRCC1 194*Trp).

Foi aplicado questionario epidemiolégico para coleta de dados
detalhados, sobre: aspectos demograficos ou culturais, aspectos
socioeconbmicos, e exposicao a fatores de risco ambientais para CEO. Além
da autodenominacao de raca, foram coletadas informacdes para caracterizacéao
fenotipica dos individuos levando em consideracao caracteristicas morfologicas
tais como: cor da pele, textura de cabelo, formato do nariz e formato dos labios
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(KRIEGER et al., 1965; PARRA et al., 2003). De acordo com esses critérios, 0s

individuos foram classificados como brancos, negros ou mulatos.

Estudo de polimorfismos genéticos

Apbs coleta de 5ml de sangue periférico em tubo vacuntainer com
Etilenodiaminotetracético (EDTA), procedeu-se a extracdo de DNA pela técnica
de extracdo salina (LAHIRI & NURNBERGER, 1991), e, em seguida foram
analisados cinco marcadores de suscetibilidade ao CEO, sendo duas delecbes
completas dos genes GSTT1 e GSTM1, um SNP no gene CYP1A1 e dois
SNPs no XRCC1. E, nove marcadores informativos de ancestralidade, sendo
um polimorfismo de insercao/delecédo - AT3-I/D, trés insercdes Alu - SB19.3,
APO e PV92, e cinco SNPs — DARC (FY-NULL)null, CKMM, LPL, GC-1F e GC-
1S. Os polimorfismos foram genotipados por reagcdo em cadeia da polimerase -
PCR, PCR seguido de digestdo enzimatica ou PCR em tempo real, conforme
metodologia (adaptada) empregada nos trabalhos relacionados no Quadro 7.
Os dois marcadores em XRCC1 e o marcador em CYP1A71 foram analisados
em multiplex (TP 59°C), seguida de digestdo enzimatica. As delegcdes nos
genes GSTT1 e GSTM1, também foram analisados em reacdo multiplex (TP
60°C). Os segmentos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2%
ou poliacrilamida 8%, corado com brometo de etideo e visualizado em luz
ultravioleta ou nitrato de prata, respectivamente. Para os genes GSTT1 e
GSTM1, foi avaliado apenas a presenca ou auséncia dos genes, sendo
portanto considerados dois genoétipos, nulo e ndo-nulo, onde nulo significa
auséncia do gene e nao-nulo, a presenca. Os diferentes alelos encontrados
nos marcadores de ancestralidade sao denominados de alelo*1 e alelo*2. Nos
polimorfismos do tipo indel e nas inser¢des Alu, o alelo *1 é caracterizado pela
presenca da insercdo. Nos SNPs, o alelo*1 é aquele cujo nucleotideo abole o
sitio de restrigao.

Analise dos dados

Os dados foram analisados descritivamente, calculando-se frequéncias
absolutas e relativas, e o intervalo de confianca (95%) para variaveis
categéricas, médias, medianas e desvio padrdao para varidveis numéricas.

Estas andlises foram realizadas com o soffware EPIINFO. Para a determinacao
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das frequéncias alélicas e equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o
programa GENEPOP 4.0.10. Os indices de mistura foram avaliados através
dos programas STRUCTURE 2.2 e ADMIX 95.

= Metodologia/ | ,.,.,. .
. Alel R - Bibliografi
Lécus Mutacao elos s Enzima bliografia
~ GSTT1*0 (mutante) PCR-tamanho
GSTT1 Delegao GSTT1*1 (selvagem) i seg. amplificado Park et al.
~ GSTM170 (mutante) i PCR-tamanho (2008)
GSTM1 | Delecdo | zorp1+1 (selvagem) seg. amplificado
p.lle462Val | CYP1A1"2C (mutante) PCR-RFLP Carstensen et
CYPIAT | ‘ou p.1462V | CYP1A1*1 (selvagem) | ' 048943 Mspl al. (1993)
XRCC1 399*Gin
p.Arg399Gin (mutante) PCR-RFLP
XRCCT | 0L p.R399Q | XRCC1 399°Arg 25487 Mspl Abdel-
(selvagem) Rahman et al.
XRCC1 194*Trp (2000)
PCR-RFLP
p.Arg194Trp (mutante)
XRCCT | GUp.R194W = XRCC1 194°Arg | 1799782 Mspl
(selvagem)
. AT3-I/D*1 (africano) PCR-tamanho
AT3 | 76pb indel AT3-/D*2 3138521 | oo amplificado
LPL*1 (africano) PCR em tempo
LPL T->C LPL*2 285 real
i GC*1F (africano) 7041 )
GC gi GC*1S (europeu) 4588 PCR-RFLP
> GC*2 -
~ APO*1 (europeu) PCR-tamanho
APO Insergao Alu APO*2 3138522 seg. amplificado | Shriver et al.
= Sb19.3*1 (europeu) PCR-tamanho (2003)
Sb19.3 | Insergéo Alu Sh19.3%2 3138524 seg. amplificado
FYnulo*1 (europeu) PCR em tempo
DARC A->G FYnulo*2 2814778 real
PV92*1
PV92 | Insercao Alu (nativo americano) 3138523 SZCF;::rﬂﬁgggo
PV92°2 g-amp
AT3-/D"1 PCR em tempo
CKMM C->T (nativo americano) 4884 real P
AT3-I/D*2

Quadro 7. Locus, mutagao, alelos e populacdo onde é mais frequente, rs do
alelo mutante ou alelo*1 na base do NCBI, metodologia de genotipagem e
estudo-referéncia.

RESULTADOS

Na Tabela 13 encontram-se registradas as frequéncias alélicas e

genotipicas dos AIM analisados. As frequéncias alélicas variaram entre 26,4%
(PV92*1) e 76,1% (LPL*1).
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Tabela 13. Frequéncia alélica e genotipica de marcadores informativos de
ancestralidade.

Marcador Genotipo N Frequéncia (%)
AT3 307 52,6*
(in/del) 2/2 71 23,1
1/2 149 48,5
11 87 28,3
APO 262 71,9*
(Alu) 2/2 25 9,5
1/2 97 37,0
11 140 53,4
SB19.3 310 64,0*
(Alu) 2/2 35 11,3
1/2 153 494
11 122 39,4
PV92 309 26,4*
(Alu) 2/2 173 56,0
1/2 109 35,3
11 27 8,7
FY 84 44,0*
(SNP) 2/2 26 31,0
2/1 42 50,0
11 16 19,0
CKMM 99 27,8*
(SNP) 2/2 49 49,5
1/2 45 45,5
11 5 5,1
LPL 111 76,1*
(SNP) 2/2 8 7,2
1/2 37 33,3
11 66 59,5
GC (F/S) 268 (51,1/31,3) *
(SNP) 1F/F 75 28,0
1F/1S 79 29,5
1S/1S 26 9,7
1F/2 45 16,8
1S/2 37 13,8
2/2 6 2,2

1/1=Homozigoto para alelo*1. 1/2= Heterozigoto; 2/2= Homozigoto para o alelo*2; 1F/1F=T->T
(posicao 34) e C->C (posicdo 45). 1S/1S= G->G (posicdo 34) e C->C (posicéo 45). 2/2= T->T
(posicao 34) e A->A (posicao 45). 1F/1S= T->G (posi¢ao 34) e C->C (posi¢ao 45). 1F/2= T->T
(posicao 34) e C->A (posigcao 45). 1S/2= T->G (posicao 34) e C->A (posicao 45). *Frequéncia
do alelo1 (auséncia de sitio de restricdo nos SNP e presenca da insercao nas insergbes Alu e
indel).

A estimativa do indice de mistura, realizada pelo software ADMIX95,
através da comparacao entre as frequéncias alélicas observadas na populagéo
analisada e as frequéncias nas populacdes ancestrais, apds confirmada que
as mesmas estavam em equilibrio de Hardy-Weimberg, revelou maior
contribuicdo ancestral africana, seguida de européia e de nativo americana,
tanto na estimativa realizada com nove AlMs (47,6%, 40,8% e 11,5%,
respectivamente), quanto na estimativa realizada com seis AIM (48,3%, 35,6%
e 15,9%, respectivamente) (Tabela 14).
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Tabela 14. Estimativa de ancestralidade genética na populacao estudada.

ANCESTRALIDADE GENETICA

Indice de mistura A Indice de mistura B
M Erro M Erro
Africano 0.4765 0.0016 0.4838 0.0031
Nativo americano 0.1155 0.0044 0.1599 0.0072
Europeu 0.4080 0.0051 0.3563 0.0076

A= Estimativa realizada com todos os nove AlMs. B= Estimativa realizada com 6 AlMs (AT3
I/D*1, APO*1, SB 19.3*1, PV 92*1, GC*1F e GC*1S).

Na Tabela 15, encontram-se sumarizadas as médias de ancestralidade
africana, nativo americana e europeia (considerando as estimativas individuais
de ancestralidade) para os diferentes gendétipos para os loci GSTM1, GSTTT,
XRCC1 e CYP1A1. A ancestralidade nativo americana foi maior no genétipo
GSTM1-nulo (21,5%), e menor nos homozigotos selvagens para XRCC1
399*Arg (12,1%), comparado aos outros genétipos nos respectivos loci. Nao
houve diferenca nos indices de mistura ancestral entre os gendétipos dos

demais loci.

Tabela 15. Ancestralidade de acordo com o genétipo para os genes GSTT1,
GSTM1, CYP1A1 e XRCC1.

HM HT HS
N Média N Média N Média
GSTM1
Africano 135 0,394 - - 171 0,424
Nativo Americano 135 0,215 - - 171 0,148
Europeu 135 0,391 - - 171 0,427
GSTT1
Africano 70 0,421 - - 236 0,408
Nativo Americano 70 0,149 - - 236 0,186
Europeu 70 0,430 - - 236 0,406
XRCC1-399
Africano 32 0,500 56 0,413 50 0,361
Nativo Americano 32 0,121 56 0,199 50 0,233
Europeu 32 0,379 56 0,388 50 0,406
XRCC1-194
Africano 129 0,405 28 0,431 6 0,295
Nativo Americano 129 0,191 28 0,141 6 0,253
Europeu 129 0,404 28 0,428 6 0,453
CYP1A1
Africano 102 0,412 55 0,371 17 0,347
Nativo Americano 102 0,205 55 0,210 17 0,154
Europeu 102 0,383 55 0,419 17 0,498

Para GSTM1 e GSTM1, HM e HS representam os gendtipos nulo e ndo-nulo, respectivamente.
Para XRCC1-399, HM, HT e HS, representam os genétipos 399GIn/399GIn, 399Arg/399Gin e
399Arg/399Arg, respectivamente. Para XRCC1-194, representam os genétpios 194Trp/194Trp,
194Arg/194Trp e 194Arg/194Arg, respectivamente. E para CYP1A1, representam os gendtipos
2C/2C, 1/2C e 1/1, respectivamente.



Para andlise da estimativa de ancestralidade nos grupos expostos e nao
expostos a fatores de risco ambientais para o CEQO, objetivando identificar
associacao entre ancestralidade e vulnerabilidade para o desenvolvimento
desta patologia, foram agrupados de acordo com a ancestralidade
predominante em ambas as estimativas de ancestralidade realizadas (com seis
e com nove AlMs), isto é, individuos com maior ancestralidade africana foram
incluidos no grupo de ancestralidade predominante africana, € 0 mesmo
ocorreu para os de ancestralidade predominante nativo americana e europeia.
Para testar a confiabilidade desta classificacdo como informativa de
ancestralidade, comparamos os indices de ancestralidade nos agrupamentos.
A Tabela 16, mostra que os individuos que foram classificados com
ancestralidade predominante africana, nativo americana e europeia tém 78%,
59% e 69% de ancestralidade africana, nativo americana e europeia,
respectivamente, apresentando alto diferencial de frequéncia com os demais

grupos. Isto indica que a classificagao € informativa da ancestralidade.

Tabela 16. Anadlise da estimativa de ancestralidade genética com a
ancestralidade individual predominante

ANCESTRALIDADE PREDOMINANTE*

Africano Nativo americano Europeu

N Média N Média N Média
Africano 64 0,78 50 0,14 104 0,21
Nativo Americano 64 0,07 50 0,59 104 0,09
Europeu 64 0,14 50 0,27 104 0,69

* Baseado no indice de ancestralidade individual estimado pelo software Structure.

Foi analisada a existéncia de associacao entre polimorfismos de risco
para CEO com ancestralidade predominante (Tabela 17), classificagao
fenotipica de raca (Tabela 18) ou autodenominacdo de raca (Tabela 19).
Diferencas foram observadas entre as frequéncias do polimorfismo GSTM1-
nulo nos trés agrupamentos, sendo mais frequente em individuos com
ancestralidade nativo americano predominante (32%), classificacdo fenotipica
branco (31%), e autodenominacdo branco (33%); foi observada maior
frequéncia do polimorfismo GSTT1-nulo em individuos autodenominados
mulatos (15%), que nos negros (9%) ou brancos (7%); nao foi evidenciada
diferenca nas frequéncias dos demais polimorfismos nas estratificacbes por
ancestralidade predominante, classificacdo fenotipica e autodenominacao de

raca.
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Tabela 17. Frequéncia de polimorfismos de risco, de acordo com a
ancestralidade individual predominante

ANCESTRALIDADE PREDOMINANTE

Africano Nativo americano Europeu

N Freq N Freq N Freq
GSTT1-nulo 63 0,11 47 0,09 99 0,14
GSTM1-nulo 63 0,21 47 0,32 99 0,19
XRCC1 399*GIn 31 0,52 25 0,62 39 0,55
XRCC1 194*Trp 33 0,11 26 0,13 51 0,12
CYP1A1*2C 32 0,20 34 0,25 51 0,33

Tabela 18. Frequéncia de polimorfismos de risco, de acordo com a
classificacao fenotipica de raca

CLASSIFICACAO FENOTIPICA

Negro Mulato Branco
N Freq N Freq N Freq
GSTT1-nulo 65 0,09 190 0,12 24 0,08
GSTM1-nulo 65 0,18 190 0,23 24 0,31
XRCC1 399*GiIn 27 0,46 91 0,59 10 0,50
XRCC1 194*Trp 35 0,10 103 0,13 13 0,12
CYP1A1*2C 38 0,28 107 0,26 16 0,16

Tabela 19. Frequéncia de polimorfismos de risco, de acordo com
autodenominacéo de racga.

AUTODENOMINACAO RACA/COR

Negro Mulato Branco

N Freq N Freq N Freq

GSTT1-nulo 132 0,09 117 0,15 27 0,07
GSTM1-nulo 132 0,19 117 0,22 27 0,33
XRCC1 399*GiIn 59 0,57 55 0,54 13 0,54
XRCC1 194*Trp 71 0,10 65 0,14 13 0,07
CYP1A1"2C 77 0,26 69 0,26 14 0,18

A Tabela 20 apresenta a relacao entre ancestralidade predominante,
classificacao fenotipica, autodenominagédo de raca e a exposicao a fatores de
risco ambientais para CEO. Nenhuma dos trés estratos étnico-geografico e
racial demonstrou associacdo com a exposicao aos fatores de risco ambientais,
visto que foram semelhantes as frequéncias dos grupos étnico-
geograficos/raciais entre os individuos expostos e 0s ndo expostos os fatores
de risco investigados.



Tabela 20. Ancestralidade, autodenominacao e classificacao fenotipica de raca
em individuos expostos a fatores de risco para CEO.

Nao Sim
N % N %

TABAGISTA OU EX-TABAGISTA
Ancestralidade predominante

Africano 54 32,0 6 20,7
Nativo americano 37 21,9 8 27,6
Europeu 78 46,2 15 51,7
Raca (autodenominacao)
Negro 130 51,4 16 37,2
Mulato 99 39,1 22 51,2
Branco 22 8,7 5 11,6
Indigena 2 0,8 - 0,0
Raca (classificacao fenotipica)
Negro 60 23,7 10 22,7
Mulato 174 68,8 30 68,2
Branco 19 7,5 4 9,1

ETILISTA OU EX-ETILISTA
Ancestralidade predominante

Africano 23 34,3 37 27,6
Nativo americano 13 19,4 32 23,9
Europeu 31 46,3 65 48,5
Raca (autodenominacao)
Negro 60 55,6 86 45,0
Mulato 40 37,0 83 43,5
Branco 7 6,5 21 11,0
Indigena 1 0,9 1 0,5
Raca (classificacao fenotipica)
Negro 24 22,0 46 241
Mulato 76 69,7 129 67,5
Branco 9 8,3 16 8,4

CONSUMO ABUSIVO DE ALCOOL
Ancestralidade predominante

Africano 23 24,7 11 42,3

Nativo americano 21 22,6 8 30,8

Europeu 49 52,7 7 26,9
Raca (autodenominacao)

Negro 61 44,9 21 55,3

Mulato 57 41,9 15 39,5

Branco 17 12,5 2 5,3

Indigena 1 0,7 - 0,0
Raca (classificacao fenotipica)

Negro 34 25,0 9 23,7

Mulato 91 66,9 25 65,8

Branco 11 8,1 4 10,5

DIFICULDADE DE ACESSO AOS SERVICOS DE SAUDE

Ancestralidade predominante

Africano 35 30,2 25 29,8

Nativo americano 23 19,8 22 26,2

Europeu 58 50,0 37 44,0
Raca (autodenominacao)

Negro 84 48,0 59 47,6

Mulato 69 39,4 57 46,0

Branco 21 12,0 7 5,6

Indigena 1 0,6 1 0,8
Raca (classificacao fenotipica)

Negro 46 26,1 23 18,5

Mulato 116 65,9 90 72,6

Branco 14 8,0 11 8,9
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Tabela 20. Continuagéo.

Nao Sim

EXPOSICAO OCUPACIONAL AO SOL
Ancestralidade predominante

Africano 51 31,9 9 22,5
Nativo americano 35 21,9 10 25,0
Europeu 74 46,3 21 52,5
Raca (autodenominacao)
Negro 112 45,5 32 59,3
Mulato 109 443 17 31,5
Branco 24 9,8 4 7,4
Indigena 1 0,4 1 1,9
Raca (classificacao fenotipica)
Negro 52 21,1 18 32,7
Mulato 174 70,7 32 58,2
Branco 20 8,1 5 9,1

RELATO DE HPV
Ancestralidade predominante

Africano 58 29,4 2 50,0
Nativo americano 45 22,8 1 25,0
Europeu 94 47,7 1 25,0
Raca (autodenominacao)
Negro 142 48,3 3 42,9
Mulato 123 41,8 3 429
Branco 27 9,2 1 14,3
Indigena 2 0,7 - 0,0
Raca (classificacao fenotipica)
Negro 68 23,1 1 14,3
Mulato 203 68,8 5 71,4
Branco 24 8,1 1 14,3

HISTORIA FAMILIAL DE CANCER
Ancestralidade predominante

Africano 35 27,6 25 33,8
Nativo americano 29 22,8 17 23,0
Europeu 63 49,6 32 43,2
Raca (autodenominacao)
Negro 98 49,7 47 45,2
Mulato 81 41,1 45 43,3
Branco 17 8,6 11 10,6
Indigena 1 0,5 1 1,0
Raca (classificacao fenotipica)
Negro 52 26,3 18 17,3
Mulato 130 65,7 77 74,0
Branco 16 8,1 9 8,7

Todavia, os individuos com ancestralidade predominante europeia
iniciaram o habito de etilismo mais tardiamente (19,4 anos), que aqueles com
ancestralidade predominante africana (18,2 anos) e nativo americana (17 anos)
(Tabela 21). Nao houve relacdo entre ancestralidade predominante e idade de
inicio do tabagismo, consumo médio diario de cigarros, consumo média diario
de bebidas alcodlicas, tempo de duracdo dos habitos de etilismo ou tabagismo,
ou com a média de consultas anuais ao dentista ou frequéncia de escovacao
diaria dos dentes. A andlise destas variaveis nos diferentes grupos de
classificacao fenotipica (Tabela 22) e de autodenominacao de raca (Tabela 23)
apontou possivel relagdao entre menor média de idade de inicio do tabagismo e



classificacao fenotipica branca (25,1 anos < 26 anos em mulatos < 27,3 anos
em negros) e entre maior média de duracao do tabagismo e autodenominacao
branca (17,5 anos> 15,3 anos em mulatos> 15,3 anos em negros > 1,0 em
indigenas).

Tabela 21. Andlise de variaveis relacionadas a fatores de risco para CEO de
acordo com a ancestralidade individual predominante.

ANCESTRALIDADE PREDOMINANTE

Africano Nativo americano Europeu

N Média Median N Meédia Median N Meédia Median

Inicio do tabagismo 4 17,0 17,0 8 20,3 18,0 15 15,6 15,0
Cigarros/dia 5 121 6,0 7 94 1,7 14 14,7 8,0
Duracéo do tabagismo 4 11,0 11,0 8 6,3 3,5 11 12,2 15,0
1

Inicio do etilismo 3 18,3 18,0 31 17,6 17,0 59 19,5 18,0
Alcool (ml)/dia 34 517,9 207,11 29 4882 1457 55 298,5 142,8
Duracao do etilismo 21 151 14,0 16 15,3 150 37 16,5 14,0

Consulta dentista/ano 60 29 2,0 45 24 2,0 9% 2,7 2,0
Escovacao dentaria/dia 60 2.8 3,0 45 28 3,0 96 28 3,0

Tabela 22. Andlise de variaveis relacionadas a fatores de risco para CEO de
acordo com a classificacdo fenotipica de raca.

CLASSIFICACAO FENOTIPICA

Negro Mulato Branco
N Média Median N Média Median N Meédia Median
Inicio do tabagismo 68 27,4 26,9 202 26,0 25,7 25 252 24,8
Cigarros/dia 70 0,1 0,0 207 0,3 0,0 25 0,3 0,0
Duracéo do tabagismo 70 0,3 0,0 207 04 0,0 25 0,5 0,0
Inicio do etilismo 10 171 15,5 26 17,8 17,0 5 18,0 19,0
Alcool (ml)/dia 9 16,8 10,0 25 10,3 2,1 4 16,9 12,5
Duracao do etilismo 8 11,9 11,5 22 10,2 9,0 4 11,0 11,0

Consulta dentista/ano 44 18,1 16,5 116 18,2 18,0 16 18,9 18,0
Escovacao dentaria/dia 42 4796 2142 116 372,0 169,0 15 609,5 143,0

Tabela 23. Analise de variaveis relacionadas a fatores de risco para CEO de
acordo com a autodenominagao de raca.

AUTODENOMINACAO RACA/COR

Negro Mulato Branco Indigena
N Méd Median N Méd Median N Méd Median N Méd Median
Inicio tabagismo 16 18,5 18,5 20 16,8 16,0 4 172 175
Cigarros/dia 15 15,1 10,0 19 12,2 4,3 4 46 1,7
Duracédo tabagismo 12 115 11,0 18 10,6 9,0 3 11,3 10,0
Inicio etilismo 79 18,0 18,0 76 184 180 20 189 180 1 19,0 19,0
Alcool (ml)/dia 81 490,5 200,0 72 369,4 200,0 19 3742 1428 1 142 142
Duracao etilismo 47 13,4 120 50 15,3 155 10 174 175 1 1,0 1,0
Cons. dentista/ano 146 2,7 20 125 256 20 28 24 2,0 2 3,0 3,0

Escov dentaria/dia 146 2,8 30 125 27 30 28 29 3,0 2 25 2,5
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Considerando que a populacao estudada apresentou maior contribuicao
ancestral africana, que europeia e nativo americana, conforme apresentado
anteriormente na Tabela 14, embora ndo tenha sido evidenciada diferenca nas
médias de consumo diario de cigarros ou de bebidas alcodlicas em individuos
com ancestralidade predominante africana, nativo americana e europeia, foi
verificada possivel correlacdo entre maior indice de contribuicdo ancestral
africana e maior consumo diario de cigarros apés estratificacao por renda e por
escolaridade. Na Figura 8, graficos A e B, observa-se aparente correlacao
entre maior indice de ancestralidade africana e maior consumo diario de
cigarros no grupo de renda média, e, principalmente, de baixa escolaridade, e
nenhuma correlacdo com os demais grupos socioeconémicos; os graficos C e
B demonstram auséncia de correlacao entre maior indice de ancestralidade
africana e maior consumo diario de bebidas alcodlicas, independentemente da

renda ou da escolaridade dos individuos.
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Figura 8. Analise de correlacdo entre maior ancestralidade africana e maior consumo diario de cigarros e de bebidas alcodlicas,

estratificado por renda e por escolaridade.
A=cigarros e renda. B= cigarros e escolaridade. C= bebidas alcodlicas e renda. D= bebidas alcodlicas e escolaridade.



73

DISCUSSAO

As frequéncias dos AlMs na populacdo estudada foram semelhantes as
frequéncias encontradas em outras populacdes da Bahia (ABE-SANDES et al.,
2010; FELIX et al., 2010; MACHADO, 2008) (Tabela 24) e foram intermediarias as
relatadas em populagdes ancestrais africanas, europeias e nativo americanas
(SHRIVER et al., 2003) (Tabela 25). Assim, as estimativas de ancestralidade
genética relatada nos outros estudos baianos, corroboram os achados do presente
estudo, que indicam maior ancestralidade africana, seguida de europeia e de
amerindia. E, evidencia o processo de miscigenacao tri-hibrida existente entres as
populacbes ancestrais citadas. Assim, pode-se afirmar que o0s resultados
encontrados neste estudo referem-se a uma populagdo miscigenada, com formacao
genética predominantemente africana, podendo, desta forma, servir como referéncia
para outros estudos que pretendam analisar a populacdo da Bahia ou populagdes
com formacgdo genética semelhante. Isso é especialmente importante quando se
pretende realizar estudos de associacdo genética a doencas multifatoriais, como o
CEO.

Tabela 24. Frequéncia alélica e genotipica de marcadores informativos de
ancestralidade e comparacdo com outros estudos realizados na Bahia.

BAHIA** BAHIA*** SALVADOR****
(N=320) (N=512) (N=1286)
Marcador N Freqgiiéncia (%) Frequéncia(%) Frequéncia (%)
AT3* 307 52,6 48,9 55,3
(in/del)
APO* 262 71,9 74,5 76,5
(Alu)
S$B19.3* 310 64,0 67,5 67,0
(Alu)
PV92* 309 26,4 27,4 25,1
(Alu)
FY* 84 44,0 58,3 53,1
(SNP)
CKMM~* 99 27,8 30,2 27,3
(SNP)
LPL* 111 76,1 66,8 74,2
(SNP)
GC (F/S)* 268 (51,1/31,3) (49,8/34,2) (47,9/48,8)
(SNP)

*Frequéncia do alelo1 (auséncia de sitio de restricdo nos SNP e presenca da insergao nas inser¢des
Alu e indel).**Presente estudo.”™ Populacdo da Bahia, infectada por HIV (ABE-SANDES et al.,
2010).****Populagao geral de Salvador (MACHADO, 2008).
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Tabela 25. Frequéncia de marcadores informativos de ancestralidade em
populacdes ancestrais.

Africano (%)* Europeu (%)* Nativo americano (%)*

AT3 I/D*1 85,8 28,2 6,1

APO*1 42,0 92,5 97,7
SB 19.3*1 41,5 90,3 64,5
PV 92*1 22,5 15,2 79,2
FY-null*1 0,1 99,8 100,0
CKMM*1 16,4 31,3 90,4
LPL*1 97,1 49,2 442
GC-1F*1 85,3 15,6 33,9
GC-1S*1 6,9 60,7 54,2

*1 = auséncia de sitio de restricdo nos SNP e presenca da insercdo nas Inser¢des Alu e indel. **
Frequéncias segundo Shriver e col. (2003).

Embora as frequéncias alélicas dos AIMs investigados tenham sido
semelhantes nos outros estudos baianos, aparentemente, houve maior diferencial de
frequéncia do SNP DARC (FY-null*1), sendo menor na amostra estudada (44%) que
na amostra de portadores de HIV da Bahia (ABE-SANDES et al., 2010) e na
populacdo geral de Salvador (MACHADO, 2008; FELIX et al., 2010) (58,3% e
53,1%, respectivamente). O alelo *1 deste polimorfismo, como observado em Shriver
et al. (2003), € marcador de ancestralidade europeia ou nativo americana. Isto
reflete uma possivel menor contribuicdo ancestral europeia ou nativo americana na
populacéo estudada, que nos estudos mencionados.

A frequéncia e a distribuicao dos polimorfismos genéticos de risco estudados
estdo relacionadas diretamente com a formag&o genética de uma populagdo. A
forma como ocorrem os casamentos entre os individuos de uma populagédo, a
migracao, a histéria da miscigenagao ocorrida no Brasil em suas diferentes regides
podem fazer com que o fluxo génico seja direcionado para a manutengdo ou
aumento da frequéncia relativa de determinado alelo e/ou genétipo, na populagéo.
Apesar de tri-hibrida, a populacado estudada apresentou proporcoes diferentes de
ancestralidade africana, europeia e nativo americana, e por esta razdo é possivel
que a frequéncia de determinados polimorfismos de risco para CEO reflitam a
contribuicao do grupo ancestral no qual é mais frequente.

Ao fazermos a estimativa de ancestralidade nos diferentes genétipos apenas
para o gendtipo GSTM1-nulo O genétipo GSTMT1-nulo foi mais frequente entre
aqueles com ancestralidade predominante nativo americana, Isto sugere que o

aumento da contribuicdo ancestral nativo americana pode representar maior risco de
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ser portador do genétipo GSTM1-nulo, consequentemente de ser mais vulneravel,
geneticamente, as doencas relacionadas a este gendétipo. Sendo o CEO, uma
dessas doencas.

Estudos relatam maior frequéncia do gendétipo GSTM1-nulo em populacdes
europeias (42-60%) e asiaticas (42-54%), que em africanos (16-36%) (GARTE et al.,
2001). Ha também evidéncia de que o alcool, um dos xenobidticos metabolizados
pelos GST, é provavelmente o principal fator responsavel pelo aumento no risco de
CEO particularmente na Europa Central e Oriental (HASHIBE, BOFFETTA, 2006).
Sabendo que a populagédo nativo americana é, geneticamente, de origem asiatica, €
plausivel a hipétese de que os individuos com maior propor¢cao de contribuicao
ancestral nativo americana sejam passiveis de portarem esse genétipo de risco e
serem, portanto, mais vulneraveis ao desenvolvimento de CEO.

Este gendtipo também foi mais comum entre os individuos classificados
fenotipicamente como brancos, corroborando com os outros estudos anteriormente
citados, que mostram maior frequéncia da raca/cor branca no genétipo GSTM1-nulo,
bem como em individuos acometidos por CEO (GATTAS et al., 2004; ROSSINI et
al.,2002).

Os fatores de risco ambientais: tabagismo, etilismo, consumo abusivo de
alcool, dificuldade de acesso aos servicos de saude, exposicdo ocupacional ao sol,
relato de HPV e histéria familial de cancer, ndo sofrem influéncia do grupo étnico-
geografico ou racial ao qual fazem parte os individuos. Embora tenha sido
observado aumento do consumo abusivo de alcool, inicio precoce e maior tempo de
duracao do habito de etilismo em individuos com maior ancestralidade africana ou
autodenominados negros, bem como associacao entre inicio precoce de tabagismo
nos individuos classificados como negro, verificamos que a relagdo consumo de
cigarros ou bebidas alcodlicas e ancestralidade africana desaparece apds
estratificacdo por renda e escolaridade. A variavel principal a qual esta relacionada o
maior consumo de cigarros nao foi a ancestralidade africana, mas sim menor grau
de escolaridade e de renda. Este fato também ja havia sido relatado em outro estudo
gue a associagao entre raca e saude mostra-se reduzida ou eliminada quando se
corrigem os resultados pelo stafus socioeconbémico (ALVES, FORTUNA e
TORALLES, 2005).
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Consideracoes finais

A populagédo estudada é miscigenada e possui maior contribuicao ancestral
africana, seguida de europeia e nativo americana , no entanto, isso parece nao
influenciar na distribuicdo dos polimorfismos de risco para CEO investigados, com
excecao do polimorfismo em GSTM1, cuja contribuicdo ancestral nativo americana
parece maior no genétipo nulo, que no nao-nulo, o que evidencia maior
vulnerabilidade deste grupo ancestral a doencas relacionadas a este polimorfismo,
como o CEO. Este gendtipo também foi mais comum em individuos classificados
fenotipicamente e autodenominados brancos, que nos negros ou mulatos, o que
evidencia uma possivel maior vulnerabilidade dos brancos a doencas relacionadas a
este polimorfismo, como o CEO. Todavia, ndo existiu relacdo entre ancestralidade,
raca (classificacao fenotipica ou autodenominagéo) e os fatores de risco ambientais.
Isto sugere que embora a ancestralidade possa influenciar a suscetibilidade genética
para o CEQ, parece nao ter influéncia sobre a suscetibilidade ambiental.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS

A populacao estudada possui maior frequéncia de polimorfismos genéticos de
risco para CEO, com excecdo do GSTT1-nulo, que outras populacoes
brasileiras, e por esta razao, a populacao da Bahia pode ser mais vulneravel
geneticamente ao desenvolvimento de CEO que outras regides do pais.
Estudos de caso-controle sao necessarios para confirmagao deste achado.
Nesta amostra, pelo menos um em cada dez individuos é ou foi tabagista ou
etilista. Iniciaram o tabagismo mais cedo que o etilismo, e antes de atingirem
a maior idade. Consumiam predominantemente cigarros industrializados, com
intensidade aproximada de cinco cigarros/dia, durante cerca de uma década.
Consumiam predominantemente bebidas de baixo teor alcodlico (cervejas),
com intensidade de consumo de 171 ml/dia, durante cerca de quinze anos.
Além disso, pelo menos um em cada dez etilistas faz uso abusivo/nocivo de
alcool. Assim, podemos dizer que pelo menos um em cada dez, e um em
cada dez individuos sao vulneraveis a doengas relacionadas ao tabagismo ou
etilismo, como CEO.

Histéria familial de cancer e exposi¢cao ocupacional os sol foram os fatores de
risco para CEO mais relatados na populacao estudada, e foram mais comuns
em mulheres e em homens, respectivamente. O primeiro mostrou-se um
importante fator indicativo de vulnerabilidade genética para céancer na
populacédo da Bahia. Quanto ao segundo, estudos com outras populacées sao
necessarios investigar a existéncia de risco diferencial na populacdo da
Bahia.

A populagéao estudada é miscigenada e possui maior contribuicdo ancestral
africana, seguida de europeia e nativo americana na sua formacéo, no
entanto, isso parece nao influenciar na distribuicdo dos polimorfismos de risco
para CEO investigados, com exce¢dao do GSTMT1-nulo, cuja contribuicao
ancestral nativo americana parece maior no genétipo nulo, que no nao-nulo, o
que evidencia maior vulnerabilidade deste grupo ancestral a doencas
relacionadas a este polimorfismo, como o CEOQO.
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O gendtipo GSTM1-nulo também parece ser mais comum em individuos
classificados fenotipicamente e autodenominados brancos, que nos negros ou
mulatos. O que evidencia maior vulnerabilidade dos brancos a doencas
relacionadas a este polimorfismo, como o CEO.

As mutacbes nos genes GSTT1, GSTM1 e CYP1A1, que participam do
processo de metabolizacdo do tabaco e do alcool, parecem modular o
consumo de cigarros e de bebidas alcodlicas, todavia mais estudos
necessitam ser realizados deste achado.

Individuos portadores do genétipo homozigoto mutante XRCC1
399GIn/399GIn, quando apresentam maior nimero de polimorfismos de risco,
apresentam maior niumero de ocorréncias familiares de cancer, e portanto,
provavelmente, possuem maior risco pessoal de cancer. Pelo menos dois em
cada de dez individuos foram identificados com este gendtipo, e podem ser
mais vulneraveis ao CEO.

Na amostra estudada, ndo se observou relacdo entre ancestralidade, raca
(classificacdo fenotipica ou autodenominacdo) e os fatores de risco
ambientais. Individuos de baixa renda, e, principalmente, de baixa
escolaridade foram mais expostos a fatores de risco ambientais (consumo
abusivo de bebidas alcodlicas, maior intensidade e duragdo do tabagismo,
maior dificuldade de acesso aos servicos de saude). Isto significa que embora
a ancestralidade possa influenciar a suscetibilidade genética para o CEO,
parece nao ter influéncia sobre a suscetibilidade ambiental, a qual se

relacionou principalmente com fatores socioeconémicos.
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APENDICE A

Centro de Pesquisa Gongalo MonizCPqGM

Fundacgéao Oswaldo CruzFIOCRUZ/BA

PPGBSMI — Programa de PdésGraduagédo em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do projeto: “Analise da ancestralidade e da suscetibilidade genética e/ou ambiental ao
carcinoma escamocelular oral na populacao da Bahia.”

Pesquisador Responsavel:

Kiyoko Abé Sandes

Professora Pleno do Departamento de Ciéncia da Vida/UNEB e Pesquisadora Colaboradora do
CPqGM/FIOCRUZ/BA e do LABIMUNO/ICS/UFBA.

Instituic6es Envolvidas:
Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular LABIMUNO/ICS/UFBA
Departamento de Ciéncias da Vida— DCV/UNEB

Em caso de duvida entrar contato com o pesquisador responsavel:
Email: kabesandes@yahoo.com
Telefone: (71) 3235 9682 — Ramal 35

Contato e/ou dentincias aos Comités de Etica em Pesquisa:
CEP/UNEB

Estradas das Barreiras, s/n, Cabula — PROGRAD — UNEB.
Telefone: (71) 31172200.

Proposito e Revisao Geral

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de um projeto de pesquisa que ira
estudar — analisar, pesquisar a suscetibilidade genética e/ou ambiental ao cancer de boca, ou seja,
estudar os fatores internos (que o individuo ja possui) e os fatores externos (estilo e condi¢cbes de
vida, consumo de alcool ou fumo) que podem aumentar as chances desenvolver cancer de boca ao
longo da vida. Vocé ird compor um grupo de pessoas que ndo possui a doenga, necessario para
comparacdo com o grupo de pessoais que a possui. Neste estudo, pretendese analisar o material
genético, o DNA, que é responsavel por determinar a vida e funcionamento das células (menor
unidade do corpo humano) e é passado de pais para filhos. Algumas alteragdes no DNA podem
aumentar o risco das pessoas que consomem alcool ou que sdo fumantes, adquirirem o cancer de
boca. O estudo do DNA também pode informar qual a ancestralidade da pessoa (origem da pessoa).
Isso também sera feito neste estudo para sabermos se a ancestralidade pode ser considerada um
outro fator de risco para o cancer de boca, na Bahia.

Com estes resultados e com os dados da histéria da pessoa (uso de alcool ou fumo, renda,
escolaridade, dificuldades de acesso aos servigcos de saude, ocupacdo, alimentagéo, peso, idade,

presenga de cancer em familiares, etc) e das caracteristicas do cancer de boca, sera verificada a
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associagcado entre os fatores internos e externos que podem facilitar o surgimento da doencga. Para
isso iremos comparar 0s resultados encontrados em pessoas que tém o cancer de boca e outras de
ndo tém cancer algum.

A participacdo nesta pesquisa nao traz complicagdes legais. Os procedimentos adotados
nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme
Resolugdes no. 196/96, 340/04 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa ira responder um questionario para coleta
de dados pessoais e informagdes sobre o historico pessoal e familiar, e, além disto, sera realizada a
coleta de sangue em quantidade correspondente a uma colher de sopa cheia, utilizando material
apropriado (tubos e agulhas estéreis e descartaveis). Essa coleta podera provocar desconforto
temporario causado pela picada de agulha, queimor, e, muito raramente, hematoma (roxidao) e
infeccdo. A participacdo no estudo também autoriza que as amostras coletadas sejam armazenadas.
Entretanto, para o caso de ser necessaria a utilizacdo da amostra em novos estudos, vocé serd
comunicado e sera solicitada uma nova autorizagao, desde que os estudos adicionais sejam também
analisados pelo CEP.

O material coletado sera processado, analisado e estocado no Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular da ICS/UFBA. Vocé tera acesso ao mesmo e também podera solicitar sua retirada
a qualquer tempo, basta que entre em contato com o pesquisador responséavel e faga a solicitagéo.

Todas as informacdes coletadas neste estudo sao estritamente confidenciais. Somente o(a)
pesquisador(a) e o(a) orientador(a) terdo conhecimento dos dados, que serdo tabulados sem a
identificacdo do nome. Os dados, quando publicados em meios cientificos ndo mencionardao a
identidade dos participantes da pesquisa.

O estudo ndo desempenhara quaisquer riscos a saude dos mesmos, todavia a coleta do
material biol6gico, como mencionado, podera causar leve dolorimento ou desconforto. Vocé sera
beneficiado participando desta pesquisa, pois esta ira gerar informacdes sobre os fatores que se
relacionam ao desenvolvimento do cancer de boca na Bahia, e no caso de ser considerado
enquadrado no grupo de risco, podera tomar as medidas preventivas necessérias contra o
desenvolvimento da doenca, seja pela monitorizagdo periddica ou evitando os fatores agressivos,
guando possivel. Constatandose que a genética desempenha algum efeito sobre o cancer de boca na
Bahia, e enquadrandose no grupo de risco, seus familiares também poderao evitar habitos novigos a
salde, ja que também podem fazer parte do grupo de risco.

Além disto, esperamos que este estudo possa contribuir com informagdes que auxiliem nas
medidas de saude para o combate & esta doenga. Os pesquisadores se comprometem a divulgar os
resultados do estudo via sitio eletrénico do LABIMUNO/ICS: www.ufba.br/labimuno. Porém vocé tera
a opgao de escolher conhecer ou ndo os resultados dos seus exames genéticos e neste caso, a
informacao sera passada em reuniao, em data e local combinados apds contato telef6nico.

Vocé nao terda nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada sera
pago por sua participacdo. Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma

livre para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Eu recebi uma copia deste documento, e tenho o direito de negar ou desistir de participar deste

estudo em qualquer momento. A PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUNTARIA.

Eu ,R.G ,

reafirmando que tenho ciéncia do acima exposto, concordo em participar desse

estudo, e estou ciente que tenho:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida acerca
dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa a que serei submetido;
2. A liberdade de néo querer saber os resultados dos meus exames;
3. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no estudo
sem que isso traga prejuizo a continuagcao dos meus cuidados;
4. A seguranga de que, em caso de serem realizados novos estudos, serei consultado para
autorizagao da utilizacdo do meu material nestes estudos, e somente quando isso nao for possivel, o
Comité de Etica em Pesquisa podera sera contatado para que seja justificada impossibilidade de
nova autorizacao;
5. A garantia de livre acesso aos meus dados genéticos e a liberdade de solicitar retirada do meu
material do banco de armazenamento a qualquer momento;
6. A seguranga de que nao serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da informagéao
relacionada com minha privacidade, bem como as informagdes coletadas somente serdo acessiveis
aos pesquisadores, ndo sendo permitido acesso a terceiros.
7. O compromisso de me proporcionar informagéo atualizada durante o estudo, ainda que esta possa
afetar minha vontade de continuar participando;
8. A disponibilidade de tratamento médico e indenizagdo que legalmente teria direito, em caso de
danos diretamente causados pela pesquisa que os justifique, serdo custeados pelos pesquisadores;
9. O conhecimento de que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orgamento da
pesquisa.

, de de

Participante ou Responsavel Legal

Pesquisador Responsével

Testemunha 1:

Testemunha 2: Polegar direito
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Programa de Orientacao de Conduta e Encaminhamento

Caso esta pesquisa verifique a existéncia de marcadores genéticos que estejam desempenhando
aumento no risco de desenvolvimento de cancer de boca na populagdo da Bahia, o (a) senhor (a),
sendo identificado como portador de algum desses marcadores genéticos, serd considerado como
integrante de grupo de risco. Desta forma, sera contatado e convidado (a) a participar de uma reunido
na qual sera informado (a) sobre os resultados da pesquisa, os indices de risco mensurados sob o
ponto de vista populacional, e recebera orientagdes, em conjunto ou individualmente, sobre as formas
de prevencao ou de reducédo de danos, disponiveis. Ressaltase que ser considerado integrante de
grupo de risco nao significa que ird desenvolver ou que seus descendentes irdo desenvolver o
céancer, apenas identifica a presenga do risco, podendo ou nao resultar na doenga, que por sua vez

dependera das condigbes e estilo de vida de cada individuo.
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APENDICE B

Questionario epidemioldgico. Projeto: “Andlise da ancestralidade e da
suscetibilidade genética e ambiental ao carcinoma escamucelular oral na Bahia.”

A — CARACTERIZAGAO DA ENTREVISTA/ENTREVISTADOR

| 1. [Data da entrevista Entrevistador(a)
B — CARACTERIZACAO ENTREVISTADO

2. Cadigo:

3. Data de Nascimento:

4, Sexo: 1. Feminino 2. Masculino

5. Rua de residéncia:

6. Bairro (ou comunidade) de residéncia:

7. Cidade de residéncia:

8. Cidade de nascimento:

9. Fone(s) p/ contato (1): (2): (3):
10. |Estado civil

11. |Profissao:

11.1 |Religiao:

C — FATORES SOCIOECONOMICOS

Escolaridade

1. ndo sabe ler nem escrever 2. Sabe ler e escrever (ensino informal)
3. primario incompleto 4. Primério completo
11.]5. ginasio incompleto (estudou entre a 52 e 82 série) 6. ginasio completo (82 série completo)
7. 22 grau incompleto 8. 22 grau completo
9. superior incompleto 10. superior completo
0. Nao sabe
Renda Familiar Mora com quantas pessoas:
12 1. Menos de 1 salario minimo 2. De 1 a 3 Salarios
'|3. De 4 a 6 salérios 4. De 7 a 10 salarios
5. Acima de 10 salarios 0. N&o sabe informar
D — SISTEMA DE SAUDE
13 Dificuldades de acesso aos servigos de saude: 1.Sim 2. Néo
"|Quais:
14.|Possui plano privado de assisténcia a saude: 1.Sim 2. Néao

E — FATORES DE RISCO

Peso/Altura: / IMC:
15.|Alimentacao:
1. Pimentas vermelhas 2.Carnes vermelhas 3. Feijao 4.Frutas e Hortalicas
16.|HPV: 1. Positivo 2. Negativo
17.|Outros tipos de cancer: 1. Sim 2.Nao Qual:
18.|Céncer na familia: 1. Sim 2.Nao Parentesco:
Tabagista: 1.Sim 2.Nao 3.Ex Inicio: aos anos
Frequéncia: cigarros p/ durante anos (subtraido interrupgdes)
19.|Tipo cigarro: 1. Industrializado Mentolado 2. Industrializado ndo mentolado
3. Cachimbo 4. Fomo de rolo mascado
5. Fomo de rolo inalado 6.0utro ( )
Alcool: 1.Sim 2.Nao 3.Ex Inicio: aos anos
20.|Frequéncia: (ml) p/ durante anos (subtraido interrupgdes)
1. Cerveja 2. Vinho 3.Cachaca/Bebidas de alto teor Qual predomina?

Ocupacionais: Algum contato com agentes quimicos/toxicos: 1.Sim 2. Nao

21. Quais:
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21.

A

Frequéncia ao dentista:

Escovacao dentaria diaria:

Uso de fio dental diariamente:

Uso de enxaguatorio bucal diariamente:

[J 1x/ano [ 2x/ano [ 3x/ano [1>3x/ano
[1x [02x [3x [J4x [ 5x [126x
O1x [02x [13x [4x [ 25x [INunca usei
[1x [02x [J3x [J4x [0 25x [I1Nunca use

[ Exporadicamente
[ Exporadicamente
[ Exporadicamente
[ Exporadicamente

F— CARACTERIZAGAO ETNICA DO PACIENTE

22.

Cor/Raca (Autodenominacao):

1. Negro 2. Pardo 3.Branco 4. Indigena 0.Outros

3 Cabelo (Textura):

‘1. Crespo 2. Ondulado 3. Liso
o4 Cabelo (Cor):

"|1. Preto 2.Castanho 3. Ruivo 4. Loiro
o5 Nariz:

"|1. Achatado  2.Médio 3. Fino
26 Labios:

"|1. Grossos 2. Médios 3. Finos
57 Olhos (Cor):

‘|1. Claro 2. Escuro
o8 Pele (Cor):

‘|1. Preta 2. Marrom 3. Branca
29 Classificacao fenotipica:

"|1. Negro 2.Mulato Escuro 3.Mulato Médio 4. Mulato Claro 5.Branco 0.Outros
G — CARACTERIZAGCAO ANCESTRAL DOS PAIS E AVOS DO PACIENTE
30 Pai .

"I1. Negro 2.Mulato 3.Branco 4.Indio 5. Outro: 0. N&o sabe informar
31 [Mae )

"|1. Negro 2.Mulato 3.Branco 4.Indio 5. Qutro: 0. Nao sabe informar
30 [AVO Materna ]

"11. Negro 2.Mulato 3.Branco 4.Indio 5. Qutro: 0. Nao sabe informar
33 Avé Materno .

"I1. Negro 2.Mulato 3.Branco 4.Indio 5. Outro: 0. N&o sabe informar
34 [AVO Paterna ]

"|1. Negro 2.Mulato 3.Branco 4.Indio 5. Qutro: 0. Nao sabe informar
35, [AvO Paterno )

"I1. Negro 2.Mulato 3.Branco 4.Indio 5. Outro: 0. N&o sabe informar




APENDICE C

Tabela x. Distribuicdo dos participantes do estudo por cidade de residéncia.
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Cidade de residéncia

Frequéncia (%)

N

Barrocas 1 0,30
Camagari 4 1,30
Candeias 3 1,00
Coité 4 1,30
Feira de Santana 3 1,00
Irara 1 0,30
ltaparica 3 1,00
Lauro de Freitas 9 2,90
Milagres 4 1,30
Mutuipe 1 0,30
Pojuca 2 0,70
Porto Seguro 1 0,30
Salvador 253 82,1
Sao Paulo 1 0,30
Simoes filho 1 0,30
Sao Sebastiao do Passe 6 2,00
Serrinha 2 0,70
Cairu 1 0,30
Nazaré 2 0,70
Outros 6 2,00
Total 307 100,00
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Figura x. Distribuicdo geograficas das cidades de residéncia dos individuos

participantes do estudo.



Tabela x. Distribuicao dos participantes do estudo por cidade de nascimento.

Cidade de nascimento N Frequéncia(%)
Alagoinhas 3 1,00
Amargosa 2 0,70
Aragi 1 0,30
Arqueira 1 0,30
Baixa Grande 1 0,30
Barrocas 3 1,00
Brumado 1 0,30
Cachoeira do Sul 2 0,70
Cairu 1 0,30
Camacari 2 0,70
Candeias 2 0,70
Catu 2 0,70
Conceicao do Coité 5 1,70
Crato 1 0,30
Esplanada 1 0,30
Feira de Santana 4 1,30
Gandu 2 0,70
Governador Mangabeiras 1 0,30
llha de Itaparica 2 0,70
llhéus 1 0,30
Irara 5 1,70
Itabuna 3 1,00
ltapetinga 1 0,30
ltapicuru 1 0,30
Jaguaquara 1 0,30
Jaguaripe 1 0,30
Jeremoabo 1 0,30
Mirangaba 2 0,70
Nazaré 4 1,30
Paulo Afonso 1 0,30
Pedrao 1 0,30
Picos 1 0,30
Pojuca 2 0,70
Quijingue 1 0,30
Recife 1 0,30
Rui Barbosa 2 0,70
Salvador 189 63,00
Santa Terezinha 2 0,70
Santana 1 0,30
Santo Amaro 6 2,00
Santo Antbnio de Jesus 1 0,30
Santo Estevao 2 0,70
Sao Domingos 1 0,30
Sao Felipe 1 0,30
Sao Felix 1 0,30
Sao Francisco do Conde 1 0,30
Sao Gongalo dos Campos 1 0,30
Sao Sebastiao do Passe 6 2,00
Senhor do Bonfim 1 0,30
Serrinha 1 0,30
Simodes Filho 2 0,70
Terra Nova 1 0,30
Valenca 1 0,30
Vitéria da Conquista 1 0,30
Total 300 100,00
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Tabela x. Distribuicdo dos fatores de risco genéticos ou ambientais, e ancestralidade nos distritos sanitarios de Salvador-BA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média p
Fatores genéticos
GSTT1*0 6 004 8 0,13 20 0,15 22 0,09 30 0,12 35 0,10 4 0,13 15 0,07 35 0,14 18 0,19 20 0,10 19 0,08 0,90
GSTM170 6 0,17 8 0,19 20 0,18 22 0,23 30 0,27 35 0,23 4 0,38 15 0,20 35 0,17 18 0,19 20 0,28 19 0,11 0,42
XRCC1 399*Gin 2 025 4 0,38 11 0,68 8 0,69 13 0,42 18 0,58 8 050 - - 14 0,64 10 0,60 7 0,36 9 0,50 0,63
XRCC1 194*Trp 2 - 3 0,7 13 0,08 11 0,09 16 0,03 20 0,13 - - 10 0,30 16 0,16 10 0,15 9 0,06 14 0,07 0,50
CYP1A1*2C 2 025 4 0,38 12 0,42 11 0,18 20 0,43 19 0,13 - - 9 0,17 18 0,17 11 0,18 10 0,25 16 0,16 0,06
Fatores ambientais
Tabagista (ou ex) 6 0,17 7 0,29 26 0,12 21 0,14 31 0,26 36 0,11 4 0,50 16 0,06 41 0,15 19 0,16 22 0,09 20 0,15 0,56
Inicio do tabagismo i1 13,00 3 1733 2 1350 3 1867 8 1938 4 1725 2 1750 1 18,00 6 1650 2 1700 2 1450 3 16,33 0,57
Cigarros/dia 1 20,00 2 10,86 3 13,43 3 507 7 542 4 11,56 2 0,86 1 1,00 6 2500 2 7,00 1 0,33 3 1556 0,25
Duracao tabagismo 1 22,00 1 6,00 2 16,50 3 7,33 7 6,86 4 13,75 2 750 1 800 4 1050 2 21,00 1 10,00 2 6,50 0,37
Etilista (ou ex) 6 0,00 8 0,50 26 0,62 21 0,71 31 0,65 36 0,58 4 0,50 16 0,75 41 0,61 20 0,75 22 0,64 20 0,80 0,11
Inicio do etilismo - - 4 19,00 13 18,31 12 21,50 19 19,37 17 17,06 2 16,50 12 16,58 22 18,18 14 1843 14 18,86 15 16,80 0,17
Alcool (ml)/dia - - 4 67,48 13 956,76 13 354,46 19 420,05 19 545,01 2 142,80 8 148,60 24 369,79 12 365,01 14 385,49 14 339,31 0,29
Duragéao do etilismo - - 2 700 8 16,00 10 1460 11 1891 11 1245 1 13,00 3 1533 16 1594 10 1080 5 13,00 8 15,00 0,85
Dentista/ano 6 333 8 200 25 2,60 22 2,55 31 2,29 37 2,68 4 2,25 16 2,19 41 2,85 20 2,55 22 286 20 2,60 0,77
Escov. dentaria/dia 6 283 8 3,00 25 2,76 22 2,91 31 2,71 37 2,78 4 2,50 16 2,50 41 2,78 20 2,70 22 268 20 3,20 0,39
Exposi¢ao ocup. sol 6 0,17 8 0,13 26 0,08 22 0,14 31 0,13 37 0,05 3 0,00 16 0,44 41 0,22 20 0,10 22 0,18 19 0,37 0,03
Dific. acesso saude 6 05 8 0,50 26 0,50 22 0,41 31 0,39 36 0,22 4 0,50 16 0,31 40 0,45 20 0,35 22 0,55 20 0,55 043
Relato de HPV 6 0,00 8 0,00 26 0,00 22 0,00 31 0,03 37 0,00 4 0,00 16 0,06 40 0,05 20 0,00 22 0,05 20 0,05 0,86
Cancer:histéria familial 6 0,33 8 0,63 25 0,20 22 0,23 31 0,55 37 0,49 4 0,50 16 0,19 41 0,29 20 0,30 22 0,36 20 0,30 0,07
Ancestralidade Completo Santos
Africano 6 036 8 041 22 050 22 038 30 041 37 044 4 026 15 036 40 041 19 045 21 045 20 0,39 0,94
Nativo Americano 6 022 8 023 22 0,15 22 0,13 30 0,21 37 0,15 4 039 15 0,16 40 0,5 19 0,47 21 0,17 20 0,22 0,67
Europeu 6 042 8 036 22 034 22 049 30 038 37 040 4 035 15 048 40 044 19 038 21 038 20 0,38 0,86
Ancestralidade Alu Santos
Africano 6 027 8 035 22 038 22 032 30 034 37 040 4 021 15 031 40 037 19 041 21 039 20 0,36 0,88
Nativo americano 6 037 8 027 22 022 22 023 30 030 37 021 4 039 15 022 40 0,21 19 0,21 21 025 20 0,28 0,46

Europeu 6 036 8 038 22 040 22 045 30 036 37 040 4 o040 15 047 40 042 19 038 21 036 20 0,36 0,81
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Figura x. Consumo de cigarros entre etilistas de acordo com o habito de etilismo.
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Figura x. Consumo de cigarros entre etilista de acordo com tipo de bebida alcodlica
predominantemente consumida
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Alcool (ml)/dia

400
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Fumo de rolo Cigarro s/menta Tabagista Ex-tabagista
Cigarro c/menta Outro Néo-tabagista

Média’ 166,6  1027,3  788,2 571,4 295,6 108,3 820,9 ‘

Figura x. Consumo de bebidas alcodlicas entre etilista de acordo com tipo de bebida
alcodlica predominantemente consumida.
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DISTRITOS SANITARIOS

01 — CENTRO HISTORICO
(69.088 habitantes)

02 - ITAPAGIPE
(166.210 habitantes)

03 - SAD CAETANOI/VALERIA
(249.238 habitantes)

04 - LIBEERDADE
(175.588 habitantes)

05 - BROTAS
(224.435 habitantes)

06 — BARRA / RIO VERMELHO
(348.095 habitantes)

07 - BOCA DO RIO
(121.787 habitantes)

08 - ITAPUA
(205.251 habitantes)

09 - CABULA | BEIRO
(392.542 habitantes)

10 — PAU DA LIMA
(299.132 habitantes)

11 — SUBUREIQ FERROVIARIO
(329.298 habitantes)

12 —-CAJAZEIRAS (171.375
habitantes)

Figura x. Distribuicao geogréfica dos distritos sanitarios de Salvador-BA.

Tabela x. Estimativas de ancestralidade de acordo com o genétipo em GSTM1.

GSTM1
Nulo Nao-nulo P
N Média Mediana N Média Mediana

Completo Santos

Africano 135 0,394 0,358 171 0,424 0,358 0,388

Nativo Americano 135 0,215 0,107 171 0,148 0,074 0,027

Europeu 135 0,391 0,368 171 0,427 0,393 0,249
Alu Santos

Africano 135 0,337 0,262 171 0,372 0,301 0,203

Nativo americano 135 0,274 0,184 171 0,214 0,137 0,035

Europeu 135 0,389 0,374 171 0,414 0,415 0,279
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Tabela x. Estimativas de ancestralidade de acordo com o genétipo em GSTT1.
GSTTH1
Nulo Nao-nulo P
N Meédia Mediana N Média Mediana

Completo Santos

Africano 70 0,421 0,347 236 0,408 0,359 0,752

Nativo Americano 70 0,149 0,074 236 0,186 0,088 0,200

Europeu 70 0,430 0,424 236 0,406 0,375 0,527
Alu Santos

Africano 70 0,375 0,295 236 0,352 0,297 0,486

Nativo americano 70 0,216 0,135 236 0,248 0,163 0,233

Europeu 70 0,410 0,403 236 0,401 0,390 0,729

Tabela x. Estimativas de ancestralidade de acordo com o genétipo em XRCC1-399.
XRCC1-399
Homozigoto mutante Heterozigoto Homozigoto selvagem P
N Média Median N Média Median N Média Median

Completo Santos

Africano 32 0,500 0,571 56 0,413 0,331 50 0,361 0,303 0,146

Nativo Americano 32 0,121 0,050 56 0,199 0,082 50 0,233 0,158 0,064

Europeu 32 0,379 0,270 56 0,388 0,359 50 0,406 0,386 0,901
Alu Santos

Africano 32 0,437 0,420 56 0,360 0,308 50 0,333 0,284 0,170

Nativo americano 32 0,168 0,104 56 0,259 0,163 50 0,281 0,264 0,036

Europeu 32 0,395 0,320 56 0,381 0,375 50 0,386 0,376 0,957

Tabela x. Estimativas de ancestralidade de acordo com o genétipo em XRCC1-194.

XRCC1-194
Homozigoto mutante Heterozigoto Homozigoto selvagem P
N Média Median N Meédia Median N Média Median

Completo Santos

Africano 129 0,405 0,342 28 0,431 0,410 6 0,295 0,257 0,613

Nativo Americano 129 0,191 0,087 28 0,141 0,068 6 0,253 0,191 0,392

Europeu 129 0,404 0,391 28 0,428 0,362 6 0,453 0,354 0,849
Alu Santos

Africano 129 0,354 0,288 28 0,385 0,343 6 0,299 0,266 0,691

Nativo americano 129 0,245 0,155 28 0,206 0,127 6 0,284 0,255 0,560

Europeu 129 0,402 0,392 28 0,409 0,394 6 0,417 0,347 0,972

Tabela x. Estimativas de ancestralidade de acordo com o gendétipo em CYP1A7.

CYP1A1
Homozigoto mutante Heterozigoto Homozigoto selvagem P
N Média Median N Meédia Median N Meédia Median

Completo Santos

Africano 102 0,412 0,356 55 0,371 0,259 17 0,347 0,288 0,573

Nativo Americano 102 0,205 0,111 55 0,210 0,080 17 0,154 0,077 0,651

Europeu 102 0,383 0,385 55 0,419 0,384 17 0,498 0,561 0,226
Alu Santos

Africano 102 0,366 0,307 55 0,307 0,221 17 0,323 0,259 0,303

Nativo americano 102 0,253 0,180 55 0,267 0,175 17 0,258 0,136 0,925
Europeu 102 0,381 0,377 55 0,426 0,401 17 0,419 0,388 0,366




