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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



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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