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Resumo

Introducéo: o Edema de Reinke (ER) é uma leséo laringea considerada benigna
relacionada ao tabagismo. Dados em literatura relatam associacdes entre o0 ER e a
detecgdo de diferentes graus de displasia e carcinoma in situ, bem como alteragdes na
imunoexpressdo de proteinas tumorais como a p53. Alguns autores classificam o ER
entre as lesdes pré-malignas, com risco de transformagao e progressdo para carcinoma
de laringe. Ndo havendo consenso na literatura, torna-se necessaria a realizacdo de
estudos moleculares. Objetivos: caracterizar o perfil gendmico global de alteragdes no
numero de copias do DNA em amostras de pacientes com ER. Métodos: oito amostras
removidas por microcirurgia foram submetidas & extragdo do DNA. Os perfis de
alteracdo no numero de copias gendmicas e os genes candidatos associados foram
analisados pela metodologia da hibridacdo genémica comparativa (CGH array),
utilizando-se a plataforma de 4x180K (Agilent Technologies). Os dados de
microarranjos foram analisados utilizando o programa CytoGenomics v4.0.2.21 (Agilent
Technologies). As alteracBes no nimero de copias (CNAs) obtidas foram comparadas
com o banco de dados Database of Genomic Variants (DGV). A classificagdo dos genes
selecionados para andlise foi realizada baseada em dados descritos no National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Resultados: Foram encontrados perdas, ganhos
ou delecdes em 54 genes, um RNA ndo codificador longo intergénico (lincRNA), seis
sequéncias hipotéticas e 10 microRNAs, com alteracdes compartilhadas por pelo menos
dois pacientes. Em oito genes, duas sequéncias hipotéticas e dois lincRNAs foram
constatadas alteracBes raras. Conclusdo: Este estudo inédito revela a presenca de
alteragdes gendmicas no ER. Alguns genes relatados no estudo estdo implicados em
processos de carcinogénese, inclusive com alteracbes em regides cromossdomicas
semelhantes as descritas em carcinomas de laringe, sinalizando a necessidade de
pesquisas adicionais focadas em genes que participam das vias moleculares relacionadas

ao desenvolvimento dessa lesao.



ABSTRACT

Introduction: Reinke's edema is a benign laryngeal lesion related to excessive tobacco
smoking. Reinke's edema (RE) has been associated with different degrees of dysplasia
and in situ carcinoma, as well as with TP53 protein expression changes. Some authors
classify RE among premalignant lesions, considering that these lesions may be prone to
malignant transformation and may eventually progress to laryngeal carcinoma, without
consensus in the literature. Thus, it is necessary to carry out molecular studies.
Objectives: global genomic characterization of DNA copy number alterations (CNAS)
in Reinke's edema samples. Methods: eight samples removed by microsurgery were
submitted to DNA extraction. We performed global copy number molecular profiling
analysis using the Agilent 4x180K array comparative genomic hybridization (aCGH)
platform. Data analysis was performed using CytoGenomics software v4.0.2.21
(Agilent Technologies). CNAs were compared against the Database of Genomic
Variants (DGV). In addition, genes mapped on regions of copy number gains or losses
had their functions annotated using the National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Results: we were able to identify copy number alterations in fifty-four genes,
one intergenic long non-coding RNA (lincRNA), six hypothetical sequences and ten
microRNAs, with common alterations shared by at least two patients. In eight genes,
two hypothetical sequences and two lincRNAs rare changes were noted. Conclusions:
To our knowledge this is the first study in the literature that reveals the presence of
genomic changes in RE. Some genes reported in the study are implicated in
carcinogenesis processes, including changes in chromosomal regions similar to those
described in laryngeal carcinomas indicating the need for additional research focused on

genes that participate in molecular pathways related to the development of this lesion.
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1. INTRODUCAO

O Edema de Reinke é uma lesdo laringea cronica na qual as pregas vocais
apresentam-se distendidas pelo acimulo de muco espesso em sua Idmina prdpria (Fotos
1 e 2). Acomete especialmente mulheres tabagistas, as quais passam a apresentar a voz
virilizada, com frequéncia fundamental mais grave (MARTINS, et al., 2009). As
discrepancias nos dados epidemioldgicos concentram-se, provavelmente, na falta de
discriminacdo dos pacientes em faixas etérias, conduta de extrema importancia uma vez
que o Edema de Reinke é uma lesdo laringea que acomete, particularmente, pacientes
adultos fumantes crénicos (HAH et al., 2015; MARTINS et al., 2015; MELO et al.,
2001).

Embora o Edema de Reinke seja classificado entre as leses laringeas benignas,
a sua estreita relacdo com o tabagismo e a constante associagdo com displasia nos
laudos histopatoldgicos tém sido motivo de preocupacdo (MARCOTULLIO et al.,
2002; PASTUSZEK et al., 2003), sendo questionado se o Edema de Reinke ndo deveria
ser classificado entre as lesbes pré-neoplésicas da laringe (MARTINS et al., 2009; MOZ
et al., 2013). (Tabela 1)

Estes achados descritos em literatura apontam a falta de consenso em relacdo ao
carater benigno ou maligno do Edema de Reinke, havendo a divida sobre quais
pacientes teriam maior risco de desenvolver carcinoma de laringe. Dessa forma, séo
necessarias analises moleculares detalhadas que permitam caracterizar individualmente
essas lesbes, para 0 melhor entendimento do desenvolvimento do Edema de Reinke.
Sob essa perspectiva, alguns estudos vém sendo desenvolvidos desde a década de 90,
incluindo a andlise da expressdo protéica por meio de técnica de imunohistoquimica, e
nos Ultimos anos a analise trancriptémica.

Em estudo prévio, nosso grupo avaliou a imunoexpressao da proteina p53 em 67
amostras de edema de Reinke e em 60 carcinomas espinocelulares de laringe. Foi
observada a imunoexpressao positiva em 74,6% e 95% dos casos, respectivamente, no
havendo diferenca estatistica entre os grupos (MOZ et al. 2013), corroborando a
hipétese de que o Edema de Reinke pode ter um carater maligno.

BRANSKI et al. (2009) investigaram o efeito do tabagismo sobre o metabolismo
oxidativo e sobre o fenotipo dos fibroblastos das pregas vocais em amostras de Edema

de Reinke quando comparado as amostras de poélipos. Os autores relataram que o



tabagismo influenciava no fenétipo e estava relacionado ao aumento da expressdo do
gene HMOX-1 (heme oxigenase 1). Tambeém foi verificado aumento in vitro da
producdo de espécies reativas de oxigénio, com diminui¢do na proliferacdo e migracéo
de fibroblastos mediado por um mecanismo dose dependente de exposicdo ao
tabagismo. Estes achados sugerem que a resposta antioxidativa nas pregas vocais possa
ser um mecanismo de quimioprotecdo. Essa seria uma explicagdo para o fato de que o
Edema de Reinke raramente sofre transformagéo maligna.

THIBEAULT et al. (2002), a fim de analisar a expressdo génica relacionada a
matriz extracelular, avaliaram os niveis de expressdo de RNA mensageiro (MRNA) em
cinco amostras de pdlipos vocais e quatro amostras de Edema de Reinke. Os autores
verificaram que ambas as lesdes apresentam aumento da expressdo de procolégeno | e
decorina (relacionada a neutralizagdo do TGF-B), e diminuicdo da expressdo das
metaloproteinases MMP-1 e MMP-12. Foi observado também diminui¢do da expresséo
de fibronectina no Edema de Reinke e aumento da expressdo em polipos vocais, sendo
observado o inverso com a fibromodulina.

A anélise transcriptbmica em amostras de pacientes com Edema de Reinke foi
realizada por DUFLO et al. (2006). Os autores utilizaram uma plataforma contendo
8745 genes e relataram 65 genes diferencialmente expressos entre amostras de pélipos e
de Edema de Reinke. Desses, 19 genes estavam relacionados a doenca do refluxo
gastroesofagico e ndo houve significncia estatistica na anélise de genes para diferenciar
fumantes de ndo fumantes. Nesse estudo, no Edema de Reinke, 25 genes estavam com
expressdo aumentada (GSTA2, NDUFB5, ABCC5, DHRS9, GABRP, XIST, SIATAC,
GPX2, ARHGAPS5, RELB, BMP7, SOD1, THBS2, COX6C, MAP2K3, PGD, LCNZ2,
FLJ33915, CASP9, EXTL1, STXBP3, CCNG2, RPL7A, S100P, C200rf129) e 40 genes
estavam com expressdo diminuida (C6orfl8, FLJ10871, ANXA4, COL3Al1, RIS1,
PRELP, INHBA, THY1, HLA-DPB1, ALOX5, PDGFRB, COL4Al, FCGR3A,
FLJ38508, RAFTLIN, SPARCL1, CCL18, HLA-DRA, LTBP2, PECAM1, MCAM,
IGLC2, FVT1, GPM6B, FGFR4, GFPT2, PRG1, FLJ14054, COL1A2, RFX5, COL6AS,
CTSL, C100rf10, MSN, EIF1AY, SPARC, LMCD1, COL5A2, MMD, ITGB2).

As diferencas na sequéncia do DNA do genoma humano séo responsaveis pela
nossa singularidade fenotipica. Técnicas de hibridizacdo gendmica comparativa (CGH)
tém sido utilizadas para a realizagdo de estudos gendmicos em diversas doengas,
incluindo as neoplasias malignas. A técnica de CGH-array permite a deteccdo

quantitativa em alta resolucéo das alteracbes no nimero de cdpias de regides gendmicas
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especificas. Realiza-se uma reacgdo de hibridagdo em uma lamina contendo milhares de
sondas apdés uma etapa de coibridacdo do DNA extraido da lesdo com um DNA de
referéncia. (ISHKANIAN et al., 2010; PARK et al., 2010). Esta estratégia permite a
detecgdo de alteragdes gendmicas incluindo ganhos, perdas, dele¢bes e/ou amplificagbes
denominadas de CNV (Copy Number Variation) quando germinativas e CNA (Copy
Number Alteration) quando somaticas ou adquiridas, usando um genoma de referéncia

para comparagdo dos dados. (LI et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA

Dados em literatura apontam para uma associagéo entre o0 Edema de Reinke e 0
tabagismo (um dos fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de cancer
de cabega e pescoco). Além disso, também tem sido demonstrada a presenga de
diferentes graus de displasia e carcinoma in situ em um subgrupo de pacientes, bem
como alteragcBes na imunoexpressdo de proteinas tumorais como a p53, a qual estd
significativamente alterada em uma alta proporgéo de tumores humanos. Em virtude
dessas associag¢des ha controvérsias quanto a classificagdo dessa doenga como benigna,
uma vez que o Edema de Reinke incide basicamente em pacientes tabagistas cronicos,

fator este comprovadamente carcinogénico.

3. OBJETIVO

Caracterizar o perfil gendmico global de alteragbes no nimero de copias do

DNA em amostras de pacientes com Edema de Reinke.

4. Metodologia

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Medicina de Botucatu (UNESP) sob o protocolo de nimero Protocolo CEP 4345-
2012.

Foi realizada revisdo dos artigos publicados na literatura, considerando as
plataformas de dados EMBASE, PUBMED, COCHRANE e LILACS, utilizando-se uma
estratégia de busca geral [((reinke edema) or (edema reinke) or (reinke’s edema) or
(reinke’s oedema) or (reinke oedema) or (polypoid corditis))], a fim de se obter o maior
niamero possivel de artigos sobre Edema de Reinke para avaliagdo. A estratégia de

3



busca foi pesquisada nas plataformas de dados citadas nos meses de Fevereiro de 2015 e
Outubro de 2016.

4.1 Critérios de inclusdo, critérios de exclusdo e coleta das amostras

Foram convidados a participar do estudo pacientes adultos com diagndstico
videolaringoscdpico de Edema de Reinke e com indicacdo de microcirurgia de laringe
para remocéo da lesdo. Todos os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido fornecido antes da cirurgia. As amostras
das lesdes foram avaliadas por patologistas experientes ap0s a cirurgia, confirmando o
diagndstico histopatoldgico de Edema de Reinke.

Os critérios de exclusdo consistiram em pacientes com outros diagnosticos
videolaringoscdpicos; pacientes portadores de Edema de Reinke que apresentavam
também outras doencgas infecciosas cronicas sistémicas associadas que pudessem
comprometer concomitantemente as mucosas das vias aereas; pacientes com
diagndstico prévio de neoplasia laringea ou cujo exame histopatologico, apos a
microcirurgia de Edema de Reinke, confirmasse a presenga de carcinoma;

Apoés a remogdo cirdrgica da lesdo, um pequeno fragmento, correspondendo a
aproximadamente 0,5cm, foi imediatamente colocado em criotubo, transportado em
nitrogénio liquido ou gelo seco e devidamente armazenado em freezer a -80°C para a

correta preservacdo do material genético.

4.2 Extracdo do DNA e realizagdo da Hibridacdo Gendomica Comparativa
por array (aCGH)

O protocolo de extracdo de DNA utilizado foi o do fenol/cloroférmio para
tecidos congelados (BAREA et al., 2004; ISOLA et al., 1994). Apds a extracdo
realizou-se a andlise de avaliagdo da concentracdo e da qualidade do DNA utilizando o
espectrofotdmetro Nanodrop 8000. Apds esta certificacdo as amostras foram estocadas
a -20°C.

Os perfis de alteracdo no nimero de copias gendmicas e os genes candidatos
associados foram analisados pela metodologia de CGH array, utilizando-se a
plataforma de 4x180K (Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA). Esta
plataforma de oligonucleotideos contém aproximadamente 170.000 sondas de 60pb que
mapeiam genes particularmente envolvidos em cancer e outras sequéncias codificadoras

e ndo-codificadoras (http://www.chem.agilent.com), presentes no banco de dados
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gendmicos da Universidade da Califérnia, Santa Clara, California, EUA (UCSC hgl9 -
Genome Reference Consortium GRCh37, fev. 2009). Disponivel em:
http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQreleases.html (Acessado em 05/11/2016)

Como referéncia, foi usado gDNA comercial normal para o sexo masculino e
feminino (SureTag DNA Labeling Kit — Human Reference DNA Male and Female-
Agilent Technologies).

Os procedimentos de digestdo, marcagdo e hibridacdo foram realizados de
acordo com as instru¢des recomendadas pelo fornecedor (Agilent Technologies). As
amostras foram submetidas a uma etapa de digestdo enzimatica randémica em reacao
contendo 2,2 pL de agua ultra-pura estéril, 2,6 uL de tampao de reagdo 10X, 0,5 L da enzima
Alul e 10u/pL da enzima Rsa | (Promega, Madison, WI, EUA). O produto da reagéo foi incubado
a 37°C por 2 horas, 65°C por 15 min e mantida em gelo durante o procedimento. O tempo de
digestdo das amostras foi determinado ap6s a avaliacdo da integridade do gDNA observada em
gel de agarose 1%.

Em seguida, 0 DNA teste e referéncia foram marcados diferencialmente com Cy3™-

dUTP (cianina 3 trifosfato deoxiuridina) e Cy5™

-dUTP (cianina 5 trifosfato deoxiuridina),
respectivamente, em uma reacdo baseada no uso de iniciadores randdémicos e na atividade da
enzima Exo-Klenow (Agilent Technologies). Essa reacgéo foi realizada a 37°C por 2 horas e 65°C
por 15 min. Com o intuito de remover as cianinas ndo incorporadas ao gDNA foi realizada a
purificaco das amostras, utilizando-se colunas de purificacdo (Agilent Technologies), de
acordo com as instru¢des do fabricante. Ap6s a purificacdo, os gDNAs marcados foram
quantificados em Nanodrop ND-1000 Spectrophometer com o objetivo de calcular a eficiéncia
da reacdo de marcacdo. A hibridacdo das amostras foi realizada de acordo com os valores de
eficiéncia descritos no protocolo da Agilent Technologies (Cy3™-dUTP: 25-40 pmol/uL; Cy5™-
dUTP: 20-35 pmol/pL), combinados na razdo de 1:1 segundo este critério.

O procedimento de hibridacdo consistiu na adigdo de 11 pL de 10X Blocking Agent e 55
pL de Hi-RPM Hybridization Buffer. A reacéo foi incubada a 95°C por 3 min e 37°C por 30 min.
Um volume de 100 plL de cada amostra foi aplicado a lamina 4x180K, a qual foi acondicionada
a 65°C por aproximadamente 20 horas.

A lavagem das laminas consistiu em banhos consecutivos das solugdes Wash Buffer 1
por 5 min, Wash Buffer 2 por 1 min, Acetonitrila por 30 segundos e solucéo de estabilizagdo e

secagem por 30 segundos.



4.3 Anélise dos dados

Os dados de microarranjos foram analisados utilizando o programa
CytoGenomics v4.0.2.21 (Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA) com os
seguintes parametros: algoritmo de deteccdo ADM-2 (Aberration Detection Method 2);
limiar de sensibilidade (threshold) de 6,0; corregbes Fuzzy Zero e Centralization; e
minimo de quatro sondas consecutivas alteradas com valores de log2ratio > 0,25 ou < -
0.25 para considerar um segmento como uma regido de ganho ou perda,
respectivamente. A fim de evitar falsos positivos, todos os rearranjos gendmicos
identificados pelo software foram verificados visualmente e aqueles com baixa
qualidade no padréo de hibridacéo das sondas foram excluidos. As CNAs obtidas foram

comparadas com o  Database of Genomic Variants (DGV) -

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home (atualizagdo Maio/2016), que é um banco de dados que
agrega CNVs germinativas presentes em pacientes fenotipicamente normais. As
alteracbes também foram comparadas com o banco de dados de um grupo controle de
100 individuos da populagdo brasileira (Krepischi et al,. 2012). AlteracGes encontradas
respectivamente em menos do que 0,05% e 5% dos casos presentes nos dois bancos de
dados testados foram consideradas raras.

A avaliagdo sobre a classificagdo dos genes selecionados para anélise e a
associacdo com estudos da literatura foi realizada baseada em dados descritos no
National Center for Biotechnology Information (NCBI), disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (Acessados nos meses de Outubro e Novembro de
2016).

As redes de interacdo proteina-proteina entre as proteinas codificadas por genes
foram construidas utilizando-se o Integrated Interactions Database - version 2016-03
(KOTLYAR et al, 2015). As imagens de redes foram geradas pelo software
NAVIGaTOR (BROWN et al, 2009) (http://ophid.utoronto.ca/navigator), com
aprimoramento  das imagens com o uso do software llustrator

(https://www.adobe.com/br/products/illustrator.html).

5. Resultados

Em revisdo de literatura foram encontrados 397 artigos, publicados entre os anos

de 1961 e 2016, sendo que 88 artigos ndo estavam relacionados ao tema, estavam



duplicados dentro de uma mesma base de dados ou de modo simultineo em mais de
uma base de dados. N&o foi encontrado nenhum artigo relacionado com alteragGes
gendmicas no Edema de Reinke.

Dentre 0s oito pacientes com amostras validadas e analisadas, quatro eram do
sexo masculino (pacientes 1, 3, 6 e 8) e quatro do sexo feminino (pacientes 2, 4,5 e 7),
com idades ao diagndstico/cirurgia entre 31 e 58 anos, com média de idade de 46,5
anos. Todos os pacientes apresentavam antecedente de tabagismo atual ou prévio, com
histdria de pelo menos 30 anos-mago de cigarro, com excecdo do paciente 1, que teve o
diagndstico aos 31 anos. O paciente 3 tinha antecedente pessoal de neoplasia maligna de
bexiga e antecedente familiar de neoplasia maligna de mama (mae) e bexiga (primo). O
paciente 7 apresentava antecedente familiar neoplésico: neoplasia maligna de prostata
(pai) e neoplasia maligna ginecoldgica (irmd). O paciente 8 apresentava um tio e um
primo com neoplasias malignas, mas ndo soube precisar o sitio primario.

A anélise histologica revelou displasia leve nas amostras dos pacientes 3 e 5 e
displasia moderada na amostra do paciente 6.

As alteracbes genbmicas compartilhadas entre dois ou mais pacientes estdo
apresentadas na Tabela 2 e Figura 1. As alterages gendmicas raras estdo apresentadas
na Tabela 3 e Figuras 2-8.

As alteragGes compartilhadas por mais de um paciente (variando de pelo menos
dois pacientes até quatro pacientes em comum) incluiram 54 genes, um RNA nio
codificador longo intergénico, seis sequéncias hipotéticas e 10 microRNAs. Foram
encontradas perdas em 8p11.22 (caso 6), que compreende os pseudogenes ADAM3A e
ADAMS5; 8p23.1 (casos 6 e 7), que contém genes codificantes de proteinas da familia
das beta-defensinas (DEFB4A, DEFB4B, DEFB103A, DEFB103B, DEFB104A,
DEFB104B, DEFB105A, DEFB105B, DEFB106A, DEFB106B, DEFB107A e
DEFB107B), bem como os genes PRR23D1, PRR23D2, SPAG11A e SPAG11B, estes
ultimos codificando proteinas secretoras dependentes de androgénio; e os pseudogenes
FAMO90A7P e FAM90A10. Outras regides de perda foram detectadas em 14g11.2 (casos
1, 3 e 8), uma regido que contém os genes OR4K1, OR4K2 e OR4K5 que também
pertencem & familia dos receptores olfatorios, a familia dos genes POTE (POTEG e
POTEM), os pseudogenes DUXAP10, BMS1P17, BMS1P18 e BMS1P22. Nesta regido
também foi mapeado o lincRNA LINC01296, bem como as sequéncias hipotéticas
LOC642426, LOC101929572 e LOC100508046. Também foram identificadas perdas
em 15q11.2 (casos 2 e 5), uma regido que contém os genes OR4N4, OR4M2, o
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pseudogene OR4N3P (todos da familia dos receptores olfatorios), membros da familia
POTE (POTEB, POTEB2 e POTEB3), CXADRP2, REREP3, membros da familia
GOLGA (o pseudogene GOLGA8DP e o0s genes GOLGA6L1 e GOLGAG6L22),
LOC646214, o pseudogene NF1P2 e as sequéncias hipotéticas ou ndo caracterizadas
LOC101927079 e LOC727924. Alguns microRNAs (miRNAs) foram mapeados em
15g11.2, incluindo 0 miR-3118-2, miR-3118-3, miR-3118-4, miR-4509-1, miR-4509-2,
miR-4509-3, miR-5701-1, miR-5701-2, miR-5701-3 e miR-1268a. Foram encontradas
delecbes em 1qg44 (caso 6), incluindo os genes OR2T3, OR2T10, OR2T34 e o
pseudogene OR2T11; 3g26.1 (casos 1 e 3), sem genes mapeados; 11911 (caso 1), que
contém o gene OR4C6, relacionado aos receptores olfatorios.

Ganhos gendmicos identificados em regides contendo genes conhecidos foram
mapeados em 1g44 (caso 2), incluindo os genes OR2T3, OR2T10, OR2T34 e o
pseudogene OR2T11; 11g11 (casos 2, 3, 6 e 8), que inclui os genes OR4P4, OR4S2 e
OR4C6, e em 14q11.2 (caso 7), incluindo os genes OR4K1, OR4K2 e OR4K5 (todos
eles pertencentes & familia dos receptores olfatdrios). Ganhos também foram
identificados em 8p11.22 (casos 2, 5 e 7), incluindo os pseudogenes ADAM3A e
ADAMS5; e nas regifes 12p13.31 (casos 1 e 3) e 14g11.2 (casos 6 e 8), porém sem genes
mapeados.

AlteragBes no numero de cdpias consideradas raras foram detectadas em regides
contendo oito genes, duas sequéncias hipotéticas e dois lincRNAs. Foram identificadas
deleces em 4q13.1 (caso 1) e em 7q11.22 (caso 5), regido que contém o gene AUTS?2
(cobre apenas regido intronica do gene). Perdas raras foram identificadas em 4913.3
(caso 7), que inclui os genes CABS1, SMR3A, SMR3B e PROL1 (cobrindo todos 0s
genes por completo) e em 10p14 (caso 3), uma regido que contém dois lincRNAs
(LINC00706 e LINCO0707) e a sequéncia hipotética LOC101928150 (cobrindo todo o
LINCO00706, dois éxons do LINC00707 e 1 éxon do LOC101928150).

Ganhos raros foram mapeados em 2g37.3 (caso 4), que compreende a sequéncia
hipotética LOC93463 e o0s genes COPS8 e COLG6A3 (cobrindo todo o COPS8 e
LOC93463, além de vérios éxons do COL6A3); 13934 (caso 2), regido na qual o gene
RASA3 é mapeado (com cobertura de varios éxons do gene); e ganhos cobrindo todo o
brago curto e longo do cromossomo 8 (8p23.3-p11.21 e 8g11.1-q24.3) (caso 7).

As Figuras 9 e 10 mostram as redes de interacdo proteina-proteina entre as
proteinas codificadas por genes. Estes genes estdo localizados em regies

cromossémicas nas quais foram encontradas alteragdes comuns a mais de um paciente e
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alteragbes consideradas raras. Algumas interacdes demonstradas sdo validadas na

literatura por modelos experimentais e outras por algoritmos matematicos.

6. Discussao

6.1 Alteracdes gendmicas compartilhadas por mais de um paciente

Entre as alteracBes que foram comuns a mais de um paciente, esta incluido o
ganho em 1g44 no paciente 2 e a delecdo de 1944 no paciente 6, com 0S genes
codificantes correspondentes OR2T10, OR2T34, OR2T3 e o pseudogene OR2T11,
pertencentes & familia dos receptores olfatorios. Pseudogenes consistem em sequéncias
de genes que perderam a sua fungédo durante a evolugéo do genoma humano. Entretanto
podem apresentar fungdes regulatdrias dos seus genes parentais (POLISENO et al.,
2010). A presenca de perdas e ganhos da mesma regido gendémica em genes da familia
dos receptores olfatorios podem ndo ter papel no desenvolvimento ou progressdo da
doenga.

Dois casos (1 e 3) apresentaram delegdo em 3g26.1. Entretanto, esta regido ndo
tem genes mapeados conhecidos até o0 momento.

Ganhos gendmicos em 8pl11.22 foram verificados nos pacientes 2, 5e 7 e a
perda da mesma regido foi observada no paciente 6. Nesta regido estdo mapeados 0s
pseudogenes ADAM3A e ADAMS. A delegdo do gene ADAMS foi recentemente
associada a presenca de malformacdes créanio faciais como fissura labial, fissura palatina
ou fissura I&bio palatina (YOUNKIN et al., 2015). Em adigéo, o ganho em 8pll.22 e a
consequente expressdo aumentada do gene ADAMS3A foram associados com o
desenvolvimento de carcinoma espinocelular conjuntival (ASNAGHI et al., 2014).
Estudos funcionais futuros poderdo revelar se os pseudogenes ADAM3A e ADAM5
também exercem papel na constitui¢do de alteracdes fenotipicas no Edema de Reinke ou
se possuem papel na progressdo da doenca.

Os genes codificadores de defensinas do tipo Beta, importantes na resposta do
sistema imune inato, como o DEFB4A, DEFB4B, DEFB103A, DEFB103B, DEFB104A,
DEFB104B, DEFB105A, DEFB105B, DEFB106A, DEFB106B, DEFB107A e

DEFB107B, estdo mapeados na regido de perda em 8p23.1 detectada nos pacientes 6 e



7. Esses genes codificam pequenas moléculas de peptideos citotoxicos e microbicidas
produzidos por neutréfilos, muito semelhantes na sequéncia protéica, localmente
regulados pela atividade inflamatéria (MACHADO; OTTOLINI, 2015).

BALS et al. (1998) isolaram e caracterizaram a Beta defensina 2, relacionando
essa proteina com atividade antimicrobiana semelhante & lisozima e lactoferrina e o
papel de relevancia na imunidade inata. HUSE et al. (2008) relataram que as defensinas
como a DEFB4 e DEFB104 possuem papel na carcinogénese prostatica, associando
alteracbes do nimero de cdpias e variantes moleculares como potenciais marcadores
tumorais. Adicionalmente, SEMLALI et al.(2015) relataram que a andlise global do
genoma gerou evidéncias da ligagdo de muitas doengas com a regido 8p23, onde estéo
localizados genes relacionados as defensinas, demonstrando assim uma relagdo entre a
desregulacdo da imunidade inata e o desenvolvimento de cancer de colon.

As Beta defensinas também tém sido associadas ao desenvolvimento da
espondilite anquilosante, granulomatose de Wegener, acne, sepse neonatal, enterocolite
necrotizante, rinite, glaucoma primario de angulo aberto, vasculites, dermatite atdpica,
psoriase, l0pus eritematoso sistémico, doenga pulmonar obstrutiva cronica, doenga de
Crohn, colite ulcerativa. Dentre as doengas neoplésicas malignas, h4 relatos de estudos
que avaliaram o papel das B-defensinas no desenvolvimento e progressdo tumoral em
cancer de esdfago, colo de utero, pulmdo, melanoma, c6lon e carcinoma espinocelular
da cavidade oral, sendo um grupo de genes importante a ser considerado em estudos
moleculares futuros em amostras de Edema de Reinke, pela sua estreita relagdo com o
processo de carcinogénese.

A regido 8p23.1 também tem mapeados os genes PRR23D1, PRR23D2 e 0s
pseudogenes FAM90A7P e FAM90A10 (sem dados relevantes na literatura), bem como
0s genes SPAG11A e SPAG11B que codificam proteinas secretoras epididimais,
dependentes de androgénios. A funcéo especifica dessas proteinas ndo est4 determinada,
mas acredita-se na relagdo com a maturagéo do esperma. Algumas isoformas possuem
regides semelhantes as beta-defensinas.

Ganho em 11q11 foi observado nos pacientes 2, 3, 6 e 8 e delegdo no paciente 1.
Nesta regido estdo mapeados os genes OR4P4, OR4S2 e ORAC, também pertencentes a
familia dos receptores olfatorios.

Os pacientes 1 e 3 apresentaram ganhos na regido 12p13.31. Nesta regido nao

estdo mapeados genes conhecidos.
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Perda gendmica em 14q11.2 foi encontrada nos pacientes 1, 3 e 8 e ganho no
paciente 7. Os genes OR4K1, OR4K2 e OR4K5, também pertencentes a familia dos
receptores olfatorios, encontram-se mapeados nesta regido. A perda na regido 14q11.2
envolve o LINC01296, que € um RNA n&o codificador longo intergénico (lincRNA). Os
lincRNAs apresentam um papel importante na regulagdo do genoma humano em
processos de desenvolvimento e diferenciacdo celular (FATICA; BOZZONI, 2014).
QIU, YAN (2015) associaram a expressao aumentada do LINC01296 a um aumento na
sobrevida global de pacientes com céancer coloretal, sugerindo seu papel como um novo
biomarcador de progndstico para esses pacientes. Temos também nessa regido 14q11.2
mapeados os genes da familia POTE (POTEG e POTEM). Na literatura descreve-se que
a familia de genes POTE contém dominios anquirina e espectrina e sdo expressos na
prostata, testiculo, ovario e placenta, inferindo um possivel papel na fungdo de
sinalizacdo no sistema reprodutivo (BERA et al., 2002; BERA et al., 2004). Em
humanos, 10 variantes altamente homdlogas estdo distribuidas entre oito cromossomos,
sendo este gene um possivel alvo de imunoterapia no tratamento no cancer de prostata.
Nessa regido ainda estdo mapeados os pseudogenes DUXAP10 (codifica proteinas
ligantes de DNA, muitas das quais se acredita estarem relacionadas ao desenvolvimento
embrionario) e BMS1P17, BMS1P18 e BMS1P22 (sem dados relevantes em literatura),
bem como o gene POTEH-AS1 e sequéncias hipotéticas ou ndo caracterizadas
(LOC642426, LOC101929572, LOC100508046), pertencentes ao grupo dos ncRNA
(RNA ndo codificantes). Os dados em literatura sobre esses genes ou sequéncias s&o
muito limitados e outros estudos séo necessarios para desvendar seu papel em processos
anormais de proliferacéo celular.

Ganhos em 14q11.2 foram identificados nos pacientes 6 e 8, mas em sequéncia
de nucleotideos diferente do descrito acima (start 22.489.904 e stop 22.976.316) e ndo
contém genes conhecidos.

A perda em 15g11.2 (pacientes 2 e 5) tem mapeados os genes OR4N4, OR4M2 e
0 pseudogene OR4N3P (também da familia dos receptores olfatérios) e genes da familia
POTE (POTEB, POTEB2 e POTEB3). Nessa regido também estdo relacionados os
genes CXADRP2 e REREP3, genes da familia GOLGA (o pseudogene GOLGAS8DP e 0s
genes codificantes GOLGAGL1 e GOLGA6L22), os pseudogenes LOC646214 e NF1P2,
e as sequéncias hipotéticas ou ndo caracterizadas LOC101927079 e LOC727924
(pertencentes ao grupo dos RNA ndo codificantes). Estes genes e sequéncias tém

limitadas informagOes em literatura.
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Adicionalmente, em 15911.2 estdo mapeados varios microRNAs. miRNAs
consistem em RNAs pequenos, de aproximadamente 18-22 nucleotideos de
comprimento, ndo codificadores de proteinas e que apresentam um importante papel na
regulacdo génica. Considera-se que 0s miRNAs estdo envolvidos na grande maioria,
sendo, em todos 0s processos bioldgicos de desenvolvimento normal e em doengas
humanas (HA; KIM, 2014). Alteracdes gendmicas envolvendo os miRNAs miR-3118-
2, miR-3118-3, miR-3118-4, miR-4509-1, miR-4509-2, miR-4509-3, miR-5701-1, miR-
5701-2, miR-5701-3 e miR-1268A foram identificadas em nosso estudo. Entretanto, esta
plataforma ndo € ideal para avaliar alteracdes em miRNAs considerando que hd um
namero limitado de sondas para cada um deles.

A Figura 9 mostra as redes de interacdo proteina-proteina entre as proteinas
codificadas por genes em que foram encontradas alteragfes comuns a mais de um
paciente. AlteragBes na expressdo dessas proteinas identificadas sdo relatadas na
literatura em diversos tipos de doengas benignas e neoplasias malignas, inclusive de
cabega e pescogo. N&o foram encontrados artigos na literatura relacionando o papel
dessas proteinas com o desenvolvimento de ER. Em relagdo ao carcinoma de laringe,
CHEN et al. (2010) e CHEN, B. et al. (2013) relataram que o aumento da expresséo de
CCR6, uma proteina relacionada a resposta imunoldgica e apresentacdo de antigenos

para a célula T, tem um possivel papel no desenvolvimento neoplésico.

6.2 Alteragdes gendmicas consideradas raras

O paciente 1 apresentou delecdo em 4ql3.1. Nesta regido ndo ha genes
conhecidos.

Foi constatada perda em 10pl4 (paciente 3), onde se mapeia a sequéncia
hipotética ou ndo caracterizada LOC101928150 e os lincRNAs LINCO00706 e
LINCO00707, pertencentes a classe de RNA ndo codificador longo intergénico. Ndo ha
dados concretos em literaturas sobre 0s seus papéis.

Ganho em 2qg37.3 foi detectado no paciente 4. Nesta regido estd mapeada a
sequéncia ndo caracterizada LOC93463 e os genes COPS8 e COL6A3. O gene COPS8
codifica uma proteina que € uma das oito subunidades do signalosome COP9 (highly
conserved protein complex), a qual funciona como um importante regulador em
multiplas vias de sinalizagdo. CRONE et al. (2012), estudando celulas de tumores

gastricos identificaram o gene COPS8 como um novo alvo para o miR-146A, o qual
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estd relacionado com a modulacdo de sinais inflamatérios, estando com expressao
aumentada na maioria dos tumores gastricos. O gene COL6A3 codifica a cadeia alfa 3,
uma das trés cadeias do colageno tipo VI, encontrado na maioria dos tecidos conectivos.
Foi demonstrada ligagdo dessas cadeias com componentes da matriz extracelular, o que
explica a importancia do coldgeno na organizagdo dos componentes dessa matriz
(FITZGERALD et al., 2013). Mutagdes desse gene tém sido associadas & miopatia de
Bethlem, uma rara miopatia autossbmica dominante, de inicio precoce na infancia
(CAO et al., 2014) e distrofia muscular congénita de Ullrich, de carater autossomico
recessivo, mais severa que a anterior (DEMIR et al., 2002). QIAO et al. (2015),
avaliando proteinas secretadas por culturas de fibroblastos coldnicos e pela linhagem
celular de cancer de célon, verificaram que o aumento do transcrito COL6A3 e da
expressao da proteina no estroma das células do cancer coloretal estavam associados
com pior progndstico, sendo considerado um importante marcador para diagnostico e
progndstico. MCCULLOCH et al. (2015) concluiram que a fibrose do tecido adiposo
contribui para disfungdo metabdlica, estando o gene COL6A3 com expressao diminuida
em individuos obesos e com expressdo aumentada naqueles com perda de peso por dieta
ou induzida por cirurgia, havendo também regulacéo direta pela leptina. O aumento da
expressdo de COL6A3 em adip6citos também foi associado & resisténcia insulinica
(DANKEL et al., 2014). MOLLER et al. (2008) relataram o papel da translocagéo
t(1;2)(p13;937) envolvendo o gene COL6A3 e o surgimento de tumores tenosinoviais de
células gigantes, lesdes benignas das bainhas dos tenddes que afetam principalmente os
dedos, tornozelos e pés. MAEKAWA et al. (2013) relataram o aumento da expressdo de
COL6A3 em leiomiomas uterinos.

Delegdo em 7g11.22, onde se mapeia 0 gene AUTS2, foi observada no paciente
5. Esse gene foi relacionado ao desenvolvimento neuroldgico e associado & diversas
alteracbes neuroldgicas, incluindo autismo, incapacidades intelectuais e atrasos no
desenvolvimento (BEUNDERS et al., 2013; FAN et al., 2016; NAGAMANI et al.,
2013; OKSENBERG e AHITUV, 2013) . Também ha associacdo em literatura com
leucemia linfoblastica aguda (DENK et al., 2012), envelhecimento da pele, alopecia
androgénica de inicio precoce e certas neoplasias malignas, além de favorecer a
susceptibilidade para o consumo de alcool, dependéncia de heroina (CHEN, Y.H. et al.,
2013; DANG et al., 2014) e desenvolvimento de esquizofrenia (ZHANG et al., 2014).
HAN et al. (2015) descreveram que o gene AUTS2 apresenta expressdo aumentada em

metéstases hepéticas de pacientes com cancer pancreético, podendo ser considerado um
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biomarcador para terapia alvo. A expressdo alterada deste gene foi relacionada a
resisténcia ao quimioterapico Docetaxel, ativacdo da via do TGF-B (fator de
transformacao de crescimento Beta), estando também relacionada as vias de sinalizacdo
HEDGEHOG e WNT.

Ganho em 13934, onde se mapeia o gene RASA3, foi detectado no paciente 2.
Este gene codifica uma proteina que se liga ao inositol 1,3,4,5 tetrakisphosphate e
estimula a atividade da GTPase do RAS p21, funcionando como uma regulacdo
negativa da via de sinalizacdo do Ras. O produto deste gene atua na
megacariocitopoiese, na adesdo e migracdo megacariocitica, bem como sinalizagdo de
integrinas. (SCHURMANS et al., 2015).

A perda em 4q13.3, presente no paciente 7, compreende os genes CABS1,
SMR3A, SMR3B e PROL1. O gene CABS1 (calcium binding protein, spermatid
associated 1) é um gene codificante, sem fungdo conhecida. Os genes SMR3A e SMR3B
sdo genes codificantes de proteinas homologas & opiorfina. THIERAUF et al. (2016),
analisando 86 casos de carcinoma adenoide cistico, constataram a diminuicdo da
expressdo de SMR3A, sendo o produto deste gene também um importante marcador na
diferenciagdo histoldgica tumoral. O gene PROL 1 ou OPRPN € um gene codificante de
proteinas com multiplas fun¢Ges como alivio da dor, erecdo e protecdo da superficie
ocular. A opiorfina inibe a neprilisina e aminopeptidase N, que séo peptidases que
inativam a encefalina, reduzindo assim a sensibilidade a dor relacionada ao efeito da
encefalina na ativacdo das vias opidide dependentes (THANAWALA et al., 2008). A
opiorfina pode também atuar como antidepressivo. BOSLER et al. (2014), em estudo
piloto, sugeriram que a opiorfina promove motilidade do esperma, pela agéo de inibigdo
sobre peptidases como a aminopeptidase N, encontradas no plasma do esperma.

Ganhos de todo o cromossomo 8 foram detectados no paciente 7. Ganhos do
cromossomo 8 sdo relatados em processos tumorais humanos, incluindo alguns tipos de
cancer, como o de mama e de préstata (RUMMUKAINEN et al., 2001; SATO et al.,
2006).

A Figura 10 mostra as redes de interacdo proteina-proteina entre as proteinas
codificadas por genes em que foram encontradas alteragOes raras. Alteracbes na
expressdo dessas proteinas identificadas sdo relatadas na literatura em diversos tipos de
doengas benignas e neoplasias malignas, inclusive de cabega e pescogo. Ndo foram
encontrados artigos na literatura relacionando o papel dessas proteinas com o

desenvolvimento de ER. Em relacdo ao carcinoma de laringe, CHEN et al. (2010)
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relataram que a diminuicdo da expressdo de YWHAE, uma proteina relacionada a
apoptose, divisdo e proliferacdo celular, estd relacionada ao processo de
desenvolvimento dessa neoplasia. WANG e GONG (2010) concluiram que a proteina
CSNK2A1 desempenha um papel importante no desenvolvimento do carcinoma de

laringe, sendo um possivel alvo para terapias dirigidas.

6.3 Alteracdes gendmicas em carcinoma espinocelular de laringe

Foi realizada uma anélise comparativa com oito artigos publicados em literatura,
que descrevem alteracBes gendmicas (nimero de copias de sequéncias de DNA) em
carcinoma de células escamosas de laringe (AMBROSIO et al., 2013; BERGAMO et
al., 2005; ECSEDI et al., 2012; GIEFING et al., 2011; JARMUZ-SZYMCZAK et al.,
2013; KESER et al., 2008; KOSTRZEWSKA-POCZEKAJ et al., 2010; YANG et al.,
2011). Em dois estudos foram encontradas alteragcbes em regibes cromossomicas
também detectadas nos casos deste estudo. AMBROSIO et al. (2013), avaliando 32
amostras de carcinoma de laringe, relataram ganhos em 237 [detectamos ganhos em
2037.3 nos pacientes 4 (start 237.826.846 e stop 238.245.191) e perda no paciente 6
(start 242.865.920 e stop 243.028.452)] e perda em 12pl3 (verificamos ganho em
12p13.31 nos pacientes 1 e 3). Displasia leve foi detectada no paciente 3 e displasia
moderada no paciente 6. Estes dados indicam que estas alteragdes podem ter relevancia
como marcadores preditivos de progressdo no Edema de Reinke.

ECSEDI et al. (2012), analisando um caso raro de subtipo basal6ide de
carcinoma espinocelular de laringe, mais agressivo e de pior progndstico, relataram
perda em 4q12-g23 (constatamos delegdo em 4q13.1 no paciente 1 e perda gendmica
em 4q13.3 no paciente 7); perda em 8p11.22 e ganho em 8p11.22 (os pacientes 2, 5e 7
também apresentaram ganhos desta regido e o paciente 6 perda gendmica nessa regiao);
perda em 15p11.1-q11.2 (perda em 15g11.2 foi encontrada nos pacientes 2 e 5).
Displasia leve foi detectada no paciente 5 e displasia moderada no paciente 6. Estes
achados podem apontar alteragbes associadas com proliferacdo celular anormal,
incluindo genes associados com risco aumentado de progressdo para carcinomas de

laringe.
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7. Conclusao

Este estudo inédito revela a presenca de alteracdes gendmicas no ER. Alguns
genes relatados no estudo estdo implicados em processos de carcinogénese, inclusive
com alteracfes em regides cromossdmicas semelhantes as descritas em carcinomas de
laringe, sinalizando a necessidade de pesquisas adicionais focadas em genes que

participam das vias moleculares relacionadas ao desenvolvimento dessa leséo.
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Tabela 1 — Alteracoes histopatoldgicas no Edema de Reinke

Autores Pacientes Displasia/leucoplasia/carcinoma in situ
MELO et al (2001) 113 6 casos - leucoplasia (5,3%)
MARCOTULLIO et al (2002) 125 6 casos - displasia moderada (4,8%)

3 casos - carcinoma in situ (2,4%)
PASTUSZEK et al (2003) 261 16 casos - displasia (6,1%)

21 casos - leucoplasia (8%)
MARTINS et al (2009) 54 6 casos - epitélio normal (11,1%)

38 casos - displasia leve (70,37%)

8 casos - displasia moderada (14,8%)

1 caso - displasia severa (1,8%)

1 caso - carcinoma in situ (1,8%)
LIM et al (2014) 189 170 casos - epitélio normal (89,9%)

16 casos - displasia leve (8,4%)
02 casos - displasia moderada (1%)

01 caso - displasia severa (0,5%)
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Tabela 2 — Ganhos, perdas e dele¢cdes compartilhados por mais de um paciente

Patient Chr Cytoband  Start Stop Gain Loss Deletion Probes Gene Names
2 chrl 44 248.727.929 | 248.808.452 7 OR2T34, OR2T10, OR2T11, OR2T35
6 chrl | qd4 | 248.727.929 | 248.808.452 7 OR2T34, OR2T10, OR2T11, OR2T35
chr3 g26.1 162.514.534 | 162.619.141 Sem genes descritos
1,3 6
2,5e7 chr8 pl11.22 39.237.438 39.374.789 12 ADAMS, ADAM3A
6 chr8 pl11.22 39.222.367 39.330.526 10 ADAMS, ADAM3A
DEFB4B, DEFB103A, DEFB103B,
6 chr8 p23.1 7.169.490 7.753.583 8 SPAG11B, DEFB104B, DEFB104A,
DEFB106B, DEFB106A, DEFB105A,
hr8 231 2 939,491 2 753,583 DEFB105B, DEFB107A, DEFB107B,
; chr pes. 293, 193, ; PRR23D1, PRR23D2, FAM90A7P,
FAM90A10P, SPAG11A, DEFB4A
2,3,6,8 |[chrll gl1l 55.377.910 55.450.788 8 OR4P4, OR4S2, OR4C6
chril qll 55.422.379 55.450.788
1 4 OR4C6
1e3 chri2 p13.31 9.637.323 9.687.190 4 Sem genes descritos
OR11H12, LOC642426, POTEG,
LOC101929572, POTEH-AS1,
DUXAP10, LINC01296, BMS1P22,
chri4| ql1.2 19.376.762 | 20.414.232 BMS1P18, BMS1P17, POTEM,
138 14 LOC100508046, OR11H2, OR4Q3,
OR4M1, OR4N2, OR4K2, OR4K5,
OR4K1
chri4 qll.2 20.332.444 20.414.232
7 7 OR4K2, OR4K5, OR4K1
6 chrl4 ql1.2 22.554.846 22.976.316 38 Sem genes descritos
chri4 qll.2 22.489.904 22.952.279
8 42 Sem genes descritos
chri5 qll.2 20.432.851 22.873.747
2 42 miR-3118-4, miR-3118-3, miR-3118-2,
POTEB3, POTEB, POTEB2, NF1P2,
miR-5701-3, miR-5701-1, miR-5701-2,
LOC646214, CXADRP2,
LOC101927079, LOC727924, OR4AM?2,
OR4N4, OR4AN3P, miR-1268A, REREP3,
chri5| qll.2 | 21.272.376 | 22.765.687 MiR-4509-3, miR-4509-2, miR-4509-1,
5 25

GOLGAS8DP, GOLGAG6L1, GOLGA6L22




Tabela 3 — Ganhos, perdas e dele¢des raras

Patient Chr Cytoband  Start Stop Gain Loss Deletion Probes Gene Names
1 hra g13.1 60.403.039 | 60.482.470 « 5 Sem genes descritos
chrl3 g34 114.747.920 | 114.773.099
2 X 4 RASA3
hr10 pl4 6.677.672 | 6.845.446 LOC101928150, LINC00706,
3 X 9
LINCO00707
. chr2 g37.3 |237.826.846 | 238.245.191 - COPS8, COL6A3, LOC93463
X
chr7 gl1l.22 | 69.520.507 | 69.563.017
5 X 5 AUTS2
chr4 g13.3 71.162.798 | 71.283.216
7 X 10 CABS1, SMR3A, SMR3B, PROL1
p23.3- 1.522.999 | 42.738.998 Cobre todo o braco curto do
7 chr§ | p11.21 D T X 2418 ¢
cromossomo 8
AL~ 6 943.457 | 146.066.584 Cobre todo 0 brago longo d
. hrg 0243 .943. .066. N 5132 obre todo o brago longo do
cromossomo 8

‘ Chr — cromossomo em que foi constatada a alteragdo; Cytoband — regido do cromossomo em que foi constatada a
alteracdo; Start - regido de inicio da alteracdo mapeada no genoma humano (hgl9); Stop - regido de término da
alteracdo mapeada no genoma humano (hgl9); classificagdo da alteracdo em ganho (Gain), perda (Loss) ou delegéo
(Deletion); Probes (nimero de sondas alteradas, sendo considerado como significativo quatro ou mais sondas
alteradas no intervalo); Gene names (genes envolvidos na alteragéo, quando descritos nas bases de dados)
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Foto 1 — Pregas vocais normais (laringoscopia indireta)

Foto 2 — Edema de Reinke (laringoscopia direta)
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Figura 1 — Regides em que foram encontrados os ganhos, perdas e delecdes em mais de um

paciente
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Figura 2 — Alteracdo considerada rara: ganho em 2937.3 (caso 4)
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Figura 3 — Alteracdo considerada rara: delecdo em 4q13.3 (caso 7)
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Figura 4 — Alteracdo considerada rara: delecdo em 7q11.22 (caso 5)
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Figura 5 — Alteracdo considerada rara: perda em 10p14 (caso 3)
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Figura 6 — Alteracdo considerada rara: ganho em 1334 (caso 2)
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Figura 7 — Alteracdo considerada rara: ganho em 8p23.3-p11.21 (caso 7)
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Figura 8 — Alteracdo considerada rara: ganho em 8q11.1-g24.3 (caso 7)
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Figura 9 — Redes de interacdo proteina-proteina — CNAs comuns a mais de um paciente
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Figura 10 — Redes de interagdo proteina-proteina — CNAs raras
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