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RESUMO

O carcinoma epiderméide oral (CEO) € o cancer de acometimento mais frequente na
cavidade oral, sendo que sua agressividade e capacidade mestastatica estdo associadas a
expressdo de metalotioneinas (MTs). Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) sdo a troca
de um nucleotideo de DNA por outro, sendo o tipo mais comum de variagdo genética. Dessa
forma, objetivou-se estudar a relagdo do polimorfismo rs1610216 no gene MT2 com o risco
de desenvolvimento do carcinoma epidermoéide oral. Foi realizado um estudo tipo caso-
controle, com o grupo caso composto por 28 pacientes diagnosticados com CEO acima de 35
anos, coletado sangue para analise desse polimorfismo. O DNA gendmico foi extraido através
de Kit de extracdo (Wizard® Genomic DNA Putrification Kit — Promega), a quantificagdo foi
realizada por espectrofotometria e a qualidade do DNA extraido foi avaliada através de
eletroferese em gel de agarose. A analise de SNPs foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — polymerase chain reaction), em tempo real, utilizando sonda pré-fabricada
(TagMan Pre-Designed SNP Genotyping Assays — Life Tecnologies). Os dados obtidos foram
avaliados pelo teste estatistico qui-quadrado com 95% de confianga. Dos 69 pacientes
avaliados, 28 pertenciam ao grupo caso e 41 ao grupo controle, sendo 9 homozigotos normais
(AA), 5 heterozigotos com polimorfismo (AG) e 14 homozigotos com polimorfismo (GG) no
grupo caso; € 5 AA, 12 AG e 24 GG no grupo controle. A analise dos dados obtidos foi
estatisticamente significante, sugerindo relagdo entre o polimorfismo em MT e risco de

acometimento por CEO.

Palavras-chave: Carcinoma Epiderméide Oral, Cancer de Boca;, Metalotioneina;

Polimorfismos de Nucleotideo Unico.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma is the most frequent cancer in the oral cavity, and its
aggressiveness and mastast ability are associated with the expression of metallothioneins
(MTs). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the exchange of one nucleotide of DNA
for another, being the most common type of genetic variation. Thus, the objective of this
study was to approach the relationship of the rs1610216 polymorphism in the MT2 gene with
the risk of developing oral squamous cell carcinoma. A case-control study was conducted,
with the case group composed by 28 patients diagnosed with oral squamous cell carcinoma
over 35 years old, then blood was collected for analysis of this polymorphism. The genomic
DNA was extracted through the Wizard® Genomic DNA Putrification Kit (PROMEGA), the
quantification was performed by spectrophotometry and the quality of the DNA extracted was
evaluated by electrophoresis in agarose gel. SNP analysis was performed by real-time
polymerase chain reaction (PCR) using pre-designed SNP Genotyping Assays (Life
Technologies). The data were evaluated by chi-square statistical test with 95% confidence. Of
the 69 patients evaluated, 28 belonged to the case group and 41 to the control group, being 9
normal homozygotes (AA), 5 heterozygotes with polymorphism (AG) and 14 homozygotes
with polymorphism (GG) in the case group; and 5 AA, 12 AG and 24 GG in the control
group. The analysis of the data obtained was statistically significant, suggesting a relation

between the polymorphism in TM and risk of involvement by CEO.

Keywords: Oral Squamous Cell Carcinoma; Mouth Cancer; Metallothionein; Single

Nucleotide Polymorphisms.
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1. Introducao

O carcinoma epidermoide oral (CEQO) € uma neoplasia maligna de origem epitelial que
compreende cerca de 5% dos canceres em homens e 2% nas mulheres em todo o mundo. Essa
neoplasia corresponde a 90% de todos os canceres de boca existentes (INCA, 2014).
Geralmente, o diagnostico do CEO ¢ feito em fase mais avangada levando a uma alta taxa de
mortalidade (Grimm, 2012). A estimativa mundial de CEO ¢ de cerca de 500.000 novos casos
por ano, tornando essa neoplasia a sexta mais freqiiente no mundo, com algumas variagdes
regionais de mortalidade e incidéncia (Gil, 2009). E a quinta mais freqiiente em homens no
Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2014).

Os fatores etiologicos e predisponentes para o desenvolvimento de CEO incluem
principalmente tabagismo e consumo de bebidas alcoolicas, mas outros fatores também estio
associados, como deficiéncia nutricional e predisposicdo genética (Pires, 2013). O
prognostico da doenga € variavel e influenciado por varios fatores, como por exemplo o
tamanho do tumor na época do diagndstico e a presenga de metastase cervical (Gil, 2009;
Grimm, 2012). A evolugdo de cada caso de CEO relaciona-se também a fatores moleculares
do tumor (Zavras, 2011; Grimm, 2012), e a compreensdo dos papéis dessas moléculas pode
ajudar a esclarecer os mecanismos da progressao tumoral.

A metalotioneina (MT) € uma proteina intracelular, rica em cisteina, que esta
envolvida na homeostase de cobre e zinco, e possui alta afinidade por ions metalicos. Ela atua
em varios processos celulares, tais como proliferagdo celular e apoptose (morte programada
da célula), e tem como fungdo principal regular a homeostase de ions metalicos (Miles, 2000;
Pedersen, 2009).

As MTs sdo codificadas por quatro subfamilias de genes, acoplados em sequéncia no
cromossomo 16. Séo elas: MT1, MT2, MT3 e MT4. O gene MT1 em mamiferos apresenta 13
isoformas, sendo que 5 delas s3o inativas e sdo por isso chamados de “pseudogenes”
(Moleirinho et al, 2011).

As MTs sdo encontradas no citosol e em algumas organelas celulares. Apresentam
papel importante na regulagdo da permeabilidade da membrana mitocondrial interna. Na
ocorréncia de estresse oxidativo, a MT ¢ capaz de atravessar os poros nucleares, sofrer
oxidac@o e retornar ao citosol (Babula, 2012). Tais caracteristicas podem ter impacto no
processo de carcinogénese oral.

Apesar de muitos estudos terem avaliado o papel de MT em relagdo ao prognostico de
CEOQ, tendo especialmente mostrado comportamento mais agressivo da doenga quando do

aumento da expressdo da proteina (Cardoso et al, 2002; Cherian et al 2003, Theocharis 2011),
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sdo escassos os estudos sobre uma possivel influéncia de MT no risco do aparecimento de
CEQ, e esse tipo de estudo pode ajudar a entender o processo de carcinogénese.

Polimorfismos genéticos sdo variagdes na sequéncia de DNA que afetam somente uma
base e que apresentam freqiiéncia na populagdo mundial maior que 1% (Wang et al, 1998).
Quando ocorrem em regides codificantes do genoma, os polimorfismos podem ser
classificados como sindnimos ou ndo-sindnimos. Os polimorfismos sindnimos ndo alteram a
sequéncia da proteina, ja os ndo-sindnimos alteram a sequéncia da proteina e podem ser de
dois tipos, nonsense quando codificam um codon de parada, e missense quando codificam um
aminoacido diferente (Raudenska, 2013).

Em regides ndo codificantes do genoma, também pode ocorrer polimorfismos de
nucleotideo unico que podem afetar o processo de splicing (remogdo dos introns e unido dos
éxons, depois de transcrito o RNA), alterar a degradacdo de mRNA ou modificar a agdo dos
fatores de transcri¢do (Raudenska, 2013).

Sdo encontrados varios polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) nos genes MT, e a
frequéncia desses polimorfismos varia de acordo com as populagdes (Moleirinho et al, 2011).
Ainda hoje, ¢ pouco explorado o significado dos polimorfismos nos genes de MT e o risco de
cancer. Alguns estudos evidenciam que determinados polimorfismos, por exemplo, na regido
promotora do gene M72A(rs28366003) afetam a expressdo da proteina e podem aumentar o
risco de cancer de prostata (Krzeslak et al, 2013; Forma et al, 2012) e mama (Krzeslak et al,
2014).

SNPs em diversos genes foram estudados em CEO. Os mais recentes mostram SNPs
como marcador de susceptibilidade para a doenga (Wang et al; 2013, Chou et al, 2014; Liu et
al, 2014), SNPs relacionados com a sobrevida dos pacientes (Troy et al, 2013) ou de
genotipos relacionados com menor risco de aparecimento de CEO (Hou et al, 2014).

O polimorfismo rs1610216 ocorre no gene MT2 e ja foi pesquisado em relagdo a
cancer de mama (Krzeslak et al, 2014), de préstata (Forma et al, 2012) e de laringe (Starska et
al, 2014), porém nao ha estudos relacionando esse polimorfismo com CEQ. Apenas o estudo
de Zavras e colaboradores (2011) avaliou os polimorfismos de MT1 e CEO. O estudo desse
polimorfismo rs1610216 em pacientes com CEO serd util para o entendimento da
carcinogénese do CEQ, para avaliar a relagdo do risco de desenvolver esse cancer e no futuro

podera melhorar os métodos de diagnostico e tratamento dessa doenga.
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2, Objetivos

a. Objetivo geral
Estudar a relagdo do polimorfismo rs1610216 no gene MT2 com o risco de

desenvolvimento do carcinoma epidermoide oral.

b. Objetivos especificos
o Determinar a frequéncia do polimorfismo rs1610216 no gene MT2 nos
pacientes com carcinoma epidermoide oral e em controles.
o Avaliar se esse polimorfismo estd associado ao risco elevado de
desenvolver o carcinoma epidermoide oral.
o Avaliar se fatores de risco como consumo de alcool e uso de cigarro
influenciam o desenvolvimento do carcinoma epidermoide oral e se tem relagdo com o

polimorfismo citado.
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3. Pacientes e método

Realizou-se um estudo tipo caso-controle com base hospitalar referente ao Hospital de
Clinicas de Uberlandia, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Uberlandia.

Para compor o grupo caso, foram englobados pacientes do Hospital de Clinicas de
Uberlandia com diagnostico histopatologico de carcinoma epidermoide oral, tratados ou nio,
com idade maior que 35 anos. Nao foram incluidos pacientes que estivessem realizando
tratamento na €poca para evitar um desconforto adicional.

Para compor o grupo controle, foram englobados pacientes que procuraram
atendimento no Hospital Odontolégico, sendo pareados por género e idade, de
aproximadamente 5 anos, com os pacientes do grupo controle e que ndo apresentaram
historico de cancer ou de lesdes orais potencialmente malignas, como por exemplo
leucoplasia.

Os participantes do estudo foram entrevistados utilizando um questionario de
informagdes demograficas (idade e género), dados sobre a saude geral e habitos como
tabagismo e alcoolismo. As informagdes sobre o tumor (tamanho, possiveis metastases, grau
histologico) foram adquiridas a partir dos registros hospitalares, sempre relativos ao momento
do diagnostico.

Além do questionario, foi feita a coleta de 3ml de sangue em tubos com anti-
coagulante (EDTA) por meio de pungdo venosa padrio realizada por membros da equipe com
treinamento adequado; o sangue foi mantido em refrigeragido a 4°C.

Para extracdo de DNA foram utilizados 500ul de cada amostra sendo que o restante
foi armazenado para suprir necessidade eventual de repeti¢des, e descartado apds o término
do estudo.

O DNA gendmico foi extraido através de Kit de extracdo (Wizard® Genomic DNA
Putrification Kit — Promega — USA), a quantificacdo foi realizada por espectrofotometria e a
qualidade do DNA extraido foi determinada através de eletroferese em gel de agarose.

A andlise de SNPs foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR —
polymerase chain reaction), do tipo RFLP (restriction fragment lenth polymorphism). A
técnica consiste em “quebrar” o DNA em partes, através de enzimas de restricdo e os
fragmentos resultantes foram separados de acordo com o comprimento por gel de
eletroforese. Dessa forma, variagdes na sequéncia do DNA resultaram em fragmentos de

tamanhos diferentes.
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Os dados obtidos foram avaliados pelo teste estatistico qui-quadrado. Ajustes para
variaveis como idade, género, tabagismo e alcoolismo também foram realizados. Um modelo
de regressdo logistica condicional foi realizado para combinar os riscos relativos, sendo os

intervalos de confianga de 95% em ambos 0s grupos e pacientes.
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4. Resultados

Foram coletadas amostras de DNA de 28 pacientes pertencentes ao grupo caso e de 41
pacientes do grupo controle. Os dados relacionados as caracteristicas dos grupos caso e
controle sdo apresentadas na Tabela 1. Do grupo caso, os extremos de idade foram 50 e 58
anos, enquanto no grupo controle foram de 30 e 74 anos. O tamanho médio dos tumores foi
3,72cm, sendo que a localizagdo mais comum foi a lingua e apenas 3 apresentaram metastase.
A variagdo genotipica de casos e controles ¢ apresentada na Tabela 2, Em ambos os grupos
(casos e controles) predominaram individuos homozigotos para o alelo variante G (GG).
Verificou-se que nos casos a propor¢io de individuos homozigotos para o alelo de referéncia

A (AA) fot maior do que a verificada no grupo de controles.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos grupos caso e controle.

SEXO HISTORICO
CARACTERISTICAS 3 F \ppprs FUMANTES ETILISTAs ' DLIAR
CANCER
CASOS
(= 28) 19 9 55 7 18 6
CONTROLES .o 13 o . ; N
(n=41)

Tabela 2 — Variagdo genotipica relativa ao polimorfismo rs1610216 do gene MT1, entre casos

de carcinoma epidermoide oral e controles.

, AA AG GG
GENOTIPO (n=14) (n=17) (n=39)
CASOS
e, 9 5 14
CONTROLES
o) 5 12 24

A andlise estatistica, feita através do teste de qui-quadrado com 95% de confianga,
revelou um valor p = 0,0431, enquanto o valor de do risco relativo (RR) foi de 0,3794 em um
intervalo confianga entre 0,1421 e 1,013. A razdo de chances (odds ratio), por sua vez,

apresentou valor igual a 0,2932 em um intervalo de confianga entre 0,08599 e 0,9998. Para
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esses calculos, foram considerados apenas dois grupos: presenga do polimorfismo (AG ou

GG) e auséncia (AA).
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5. Discussiao

O estudo de Babula e seus colaboradores (2012) demonstrou que as metalotioneinas,
em mamiferos, possuem forte relacdo com a proliferacdo celular, fator significante em
neoplasias. Nesse aspecto, Cherian (2003) afirma que a atuagdo dessa familia de proteinas
protege as células humanas da apoptose evitando o dano genético ao DNA e controlando o
estresse oxidativo. Miles, em 2000, também aponta como fun¢des das MTs a homeostase de
metais e desintoxicagdo celular. Dos genes que codificam as 4 principais familias de MTs
presentes nos humanos, os genes MT1 e MT2 codificam proteinas ubiquas, enquanto MT3 e
MT4 evoluiram para desempenhar papéis especificos no cérebro e epitélio, respectivamente,
segundo Moleirinho (2011).

A presenca de polimorfismos nos genes decodificadores dessa familia de proteinas
tem sido amplamente estudada por Krzeslak (2014), que realizou dois estudos associando
SNPs a diferentes tipos de tumores malignos. Seu primeiro estudo, publicado em 2013,
provou que o SNP rs28366003 na familia MT2A esta ligado a maior incidéncia de cancer de
préstata. Seu segundo estudo, divulgado em 2014, provou relagdo significativa entre 0 mesmo
SNP e cancer de mama. Os dados obtidos por Starska (2014) também suportam essa
evidéncia, uma vez que apontam a variabilidade genética presente em MT2A como fator
etiologico para cancer na laringe.

A utilizagdo de MTs como marcadores para presenga de diversas doengas € apontado
por Raudenska (2014). Esse uso também ¢ corroborado por Liu e seus colaboradores, em
2014, uma vez que associaram o polimorfismo rs4880 ao processo de desenvolvimento
tumoral do CEO, enfatizando que o mesmo pode ser usado como marcador genético para
susceptibilidade de acometimento. Em contrapartida, Troy (2013), havia demonstrado que
determinados tipos de polimorfismos sdo fatores determinantes na sobrevida de pacientes
acometidos com CEO na orofaringe.

Mais recentemente, Korpanty (2017) associa polimorfimos a adenocarcinoma
esofagico e Dumpala associa o aumento da expressdo de metalotioneinas ao progndstico
negativo de CEQO. Por fim, o estudo mais relevante a respeito da relagdo de polimorfismos em
metalotioneinas e CEC, indica que os individuos com os genotipos de MT-1 rs11076161 AA,
18964372 CC, e rs7191779 GC podem sofrer uma protecado significativa contra CEQ.

O polimorfismo rs1610216 foi estudado por Starska (2015) e sua correlagio com
cancer de mama foi descartada, bem como sua relacdo com papiloma sinonasal invertido

também foi considerada inexpressiva (Starska, 2014). E um polimorfismo missense
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codificante, ou seja, sua presenga ndo gera um codon de parada, resultando apenas na
substitui¢do de um aminoacido na cadeia de proteinas.

Os resultados da pesquisa desenvolvida vao de acordo com o estudo de Zavras (2011)
e de Korpanty (2017), os quais apontam uma relagdo entre SNP e CEO, porém diferem dos
estudos de Starska (2014 e 2015). Isso pode ser explicado devido aos diferentes fatores
moleculares envolvidos no processo de carcinogénese do CEO e das outras neoplasias
malignas estudadas por esses autores (Zavras, 2011; Grimm, 2012).

O valor obtido no teste estatistico de qui-quadrado comprova que a presenca do
polimorfismo esta associada ao acometimento por CEO (p<0,05), mesmo resultado obtido por
Korpanty (2017), sendo que o valor de risco relativo inferior a 1 propde que a agdo do
polimorfismo seja protetora, ao contrario do que propde Starska (2014 e 2015), uma vez que
este aponta a presenca de SNPs como fator de risco.

Por fim, o resultado obtido no calculo da razdo de chances aponta efetividade de
aproximadamente 70%. Dessa forma, para os pacientes acometidos por CEQ, esses resultados

apontam melhor prognoéstico para aqueles com o polimorfismo estudado (rs1610216).
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6. Conclusio

Os resultados obtidos sugerem a relagdo entre a presenca do polimorfismo rs1610216
e 0 acometimento por CEQ, sendo essa relacdo de fator de prote¢do. Entretanto, mais estudos
sd0 necessarios, para verificar a efetividade real do fator de protecdo sugerido.

O risco relativo entre o grupo caso e o grupo controle indica que a presenca do
polimorfismo atua como fator de protecdo. H4 necessidade de novos estudos utilizando
espaco amostral maior em busca de maior fidedignidade dos resultados.

O presente estudo corrobora a relagdo estudada por Zavras (2011). Assim, € seguro
dizer que, pelo do fator de protecdo representado pelo polimorfismo, sua presenca esta

associada ao prognostico positivo.
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