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RESUMO

O carcinoma epidermoéide oral (CEO) é um sério problema de saude publica, pois
apresenta altas taxas de mortalidade e aumento crescente nas incidéncias em todo
mundo. Estudos epidemiolégicos indicam que a suscetibilidade ao CEO € mediada
por fatores ambientais e genéticos. Os fatores ambientais incluem o tabagismo,
etilismo e infec¢cbes por HPV. Dentre os fatores genéticos, observa-se que certas
variantes génicas podem conferir suscetibilidade a doenga. Pesquisas sugerem que
polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do folato
podem modular o risco de CEO por alterar a metilacdo, sintese de DNA e
estabilidade gendmica. Dentre as variantes génicas estédo os polimorfismos C677T e
A1298C no gene MTHFR que codifica a enzima Metilenotetrahidrofolato redutase e
o polimorfismo CBS 844ins68 no gene CBS que codifica a enzima Cistationina beta-
sintetase. A atividade catalitica das enzimas codificadas por estas variantes
encontra-se alterada, podendo influenciar na suscetibilidade ao céancer. Foram
incluidos na pesquisa 101 casos e 102 controles para investigacdo da associacao
destes polimorfismos com o cancer oral. Para detecgao dos polimorfismos foram
utiizadas as técnicas de PCR e PCR-RFLP. Os célculos estatisticos foram
realizados através do software Epi Info® v3.4.3 (IC 95%). A andlise de risco nos
grupos caso/controle ndo demonstrou correlacédo entre os genotipos estudados e o
cancer oral. O MTHFR C677T estd relacionado com linfonodos negativos. A
combinacgdo dos genoétipos CT+TT atua como fator protetor, revelando um risco de
comprometimento de linfonodos trés vezes menor comparado ao genétipo CC (p =
0,012). O polimorfismo A1298C estd relacionado com o grau de diferenciacédo
tumoral. Combinados, os genoétipos AC+CC foram mais frequentes nos tumores bem
diferenciados (p = 0,007). N&o houve associacéo estatisticamente significante entre
o polimorfismo 844ins68 e as variaveis avaliadas. Concluimos que os polimorfismos
analisados néo influenciam na suscetibilidade ao cancer oral na populacao do ES,
entretanto os polimorfismos MTHFR C677T e A1298C estdo associados ao
prognoéstico, sugerindo que sejam uteis como marcadores de prognostico para

pacientes com CEO.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide oral. MTHFR C677T. MTHFR A1298C.
CBS 844ins68.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a serious public health problem due to high
mortality and rising incidence worldwide. Epidemiological studies suggest that OSCC
susceptibility is mediated by interactions between genetic and environmental factors.
Environmental factors include smoking, alcohol use and HPV infections. Among
genetic factors, it has been observed that certain genetic variants may confer
susceptibility to this disease. Studies suggest that genetic variants encoding
enzymes involved in folate metabolism may modulate OSCC risk by altering DNA
methylation patterns and genomic stability. Polymorphisms C677T and A1298C in
the MTHFR gene that encodes the methylenetetrahydrofolate reductase enzyme
and the CBS 844ins68 polymorphism in the CBS gene that encodes the
Cystathionine beta-synthase enzyme may be associated with oral cancer

susceptibility due to changes in catalytic activity.

This study included 101 cases and 102 controls to investigate the association of
these polymorphisms with OSCC. The genotypes were identified by PCR and PCR-
RFLP analysis in blood samples collected from all participants. Statistical calculations
were performed using Epi Info® v3.4.3 (95% Cl). According to risk analysis, no
correlation was observed between the genotypes and OSCC. MTHFR C677T
polymorphism was associated with negative lymph nodes. CT + TT genotypes
worked as protective factors, revealing a risk of lymph node positivity three times
lower than the CC genotype (p = 0.012). A1298C polymorphism was related to tumor
differentiation. AC + CC genotypes were more frequently present in well-
differentiated tumors (p = 0.007). There was no statistically significant association
between CBS844ins68 polymorphism and variables evaluated in our study. We
concluded that the MTHFR C677T, MTHFR A1298C and CBS 844ins68
polymorphisms is not associated with OSCC risk in the Espirito Santo State, Brazil,
however MTHFR C677T and A1298C polymorphisms are associated with prognosis,
suggesting that they may be useful prognostic markers for OSCC patients.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma. MTHFR C677T. MTHFR A1298C. CBS
844ins68.
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1. INTRODUCAO

1.1 Carcinoma Epidermoéide Oral (CEO)

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, também conhecido por carcinoma
espinocelular, ou carcinoma de células escamosas, estd entre 0s cinco tipos de
canceres mais comuns no mundo e ocupa a sexta posicdo em mortalidade por
cancer (DANIEL et al.,, 2006). Geralmente os pacientes sdo diagnosticados num
estadio tardio, especialmente em paises em desenvolvimento onde esse tipo de
cancer é mais comum (RODRIGUES et al., 2010). Incluidos nesse grupo de
neoplasias estdo boca, faringe, cavidade nasal, laringe, e glandulas (COLOMBO e
RAHAL, 2009). Excluindo-se o cancer de pele, o cancer na cavidade bucal pode ser
considerado o0 mais comum da regido de cabeca e pescoco (38%) (STEWART &
KLEIHUES, 2003). A cavidade bucal esta dividida em labio e regido intraoral (lingua,
mucosa jugal, assoalho, gengiva, area retromolar e palato duro) (INCA, 2001).

Segundo Galbiatti et al. (2012), cerca de dois ter¢cos dos pacientes com cancer oral
apresentam a doenca em estagio avancado, geralmente envolvendo linfonodos
regionais. Devido ao diagndstico tardio, o carcinoma oral geralmente tem um mau
prognostico. O tipo mais comum €é o carcinoma epidermdide, e pode acometer
qualquer parte da cavidade oral (LOURENCO et al., 2006; PADILLA & RITTER,
2008; SAILASREE et al., 2011; CHIU et al., 2013). Segundo Neville et al. (2002), o
local mais comum de carcinoma intraoral é a lingua, que representa cerca de 40%

dos casos de cancer oral.

Vérios fatores séo citados como preditores de um mau progndstico, como a fase do
tumor, o estado da margem cirargica, a extensdo da metastase nodal, invasao

perineural e infiltracao linfatica (FAN et al., 2007).

1.2 Epidemiologia

As taxas de incidéncia e mortalidade para carcinoma epidermoide oral variam entre

paises, e até mesmo entre estados. Tais diferencas se devem, principalmente, aos
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habitos, caracteristicas socioecondmicas, expectativa de vida, fatores ambientais,
raca, educacdo preventiva e qualidade de assisténcia médica (OLIVEIRA et al.,
2006; BRENER et al., 2007).

Segundo a Sociedade Americana, mais de 34 mil americanos sao diagnosticados
com céancer oral a cada ano (PADILLA & RITTER et al., 2008). Na india, a alta
incidéncia de cancer oral, segundo estudos realizados, esta associada aos aspectos
culturais, étnicos e a popularidade de habitos viciantes, como o tabagismo
(BYAKODI et al., 2012)

No Brasil a estimativa de novos casos de cancer de boca para o ano de 2012 foi de
14.170, sendo 9.990 para o sexo masculino e 4.180 para o sexo feminino. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 10 novos casos a cada 100 mil
homens e quatro a cada 100 mil mulheres. Para o Espirito Santo, a estimativa foi de
380 novos casos, sendo 50 para a capital. O nimero de mortes no pais chegou a
4.891 no ano de 2010, destes, 3.882 eram homens e 1.009 mulheres (INCA, 2012).

O cancer oral € um problema de saude publica devido as altas taxas de letalidade, e
deve ser encarado como um problema prioritario devido as possibilidades de
diagnéstico precoce (TEIXEIRA et al., 2009).

1.3 Diagnéstico

Clinicamente a leséo inicial pode se apresentar como uma alteragéo leucoplésica ou
eritroleucoplasica (PEREZ-ORDENEZ et al., 2006). Conforme sua evolugdo ocorre
crescimento exofitico ou endofitico de base endurecida e areas de necrose. O
diagnoéstico definitivo do cancer oral deve ser realizado através de exame
anatomopatologico, pois pode ser confundido com outras doencas com
manifestacdes bucais, como sifilis e tuberculose. Em casos avancados, em que haja
suspeita de comprometimento 0sseo subjacente, o exame radiografico é
esclarecedor (DANIEL et al., 2006).

7

O diagnéstico por imagem € uma importante ferramenta no diagnostico. A

Tomografia computadorizada e a ressonancia magnética sao realizadas com
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contraste para determinacdo da extensdo do tumor primario, invaséo, linfonodos

regionais e metastase a distancia (NEVILLE et al., 2002).

O sistema de estadiamento clinico TNM permite avaliar as caracteristicas
fundamentais do carcinoma oral: extensao local, disseminacao regional e metastase
a distancia (BRENER et al., 2007). Esse sistema foi desenvolvido pelo francés Pierre
Denoix para classificacdo de tumores malignos, anos depois foi adotado pela Uniao
Internacional Contra o Cancer (UICC) com a finalidade de unificar a linguagem dos
oncologistas. A classificacdo por esse sistema depende de trés caracteristicas:
tamanho do tumor (T); acometimento dos linfonodos e sua extenséo (N); e presenca
ou ndo de metastases distantes (M). Quanto maior a classificacdo do estadiamento,
pior o prognostico (MS, 2004). Nos Quadros 1 e 2 estdo representados o sistema

de estadiamento e as categorias de estadiamento clinico TNM para CEO.

Quadro 1: Sistema de estadiamento TNM para CEO.

TAMANHO DO TUMOR PRIMARIO - T

X O tumor primario ndo pode ser avaliado

T0 N&o ha evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor com 2 cm ou menos

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm

T3 Tumor com mais de 4 cm

T4 T4a (labio) — Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical éssea, nervo

alveolar inferior, assoalho da boca ou pele da face (queixo ou nariz);

T4a (cavidade oral) — Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical éssea,

musculos profundos/extrinsecos da lingua, seios maxilares ou pele da face;

T4b (l&bio e cavidade oral) — Tumor que invade o espago mastigador, laminas

pterigéides ou base do cranio ou envolve artéria carétida interna.

ENVOLVIMENTO DE LINFONODO REGIONAL - N

NX Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais




N1 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos

N2 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm, ou
em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm; ou em
linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm.
N2a — Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6
cm;
N2b — Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais
de 6 cm;
N2c — Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com
mais de 6 cm.

N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm

ENVOLVIMENTO POR METASTASES DISTANTES - M

MX A presenca de metastase a distancia nao pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia

Fonte: MS, 2004.

Quadro 2 : Categorias de estadiamento clinico TNM para CEO.

ESTADIO CLASSIFICACAO TNM
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
I T2 NO MO
I T1ou T2 N1 MO
T3 NO ou N1 MO
vV IVA-T1, T2, T3 N2 MO ou T4a NO, N1, N2MO

IVB— Qualquer T N3 MO ou T4b com qualquer N MO

IVC— Qualquer T com qualquer N M1

Fonte: MS, 2004.

13
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Quanto a classificacdo de gradacdo histopatologica a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estabelece: i) Pouco diferenciados — predominio de células imaturas;
numerosas mitoses tipicas e atipicas; minima ceratinizacdo. i) Moderadamente
diferenciados — certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade mitética; pouca
ceratinizacdo. iii) Bem diferenciados — aspecto tecidual semelhante ao padréo
normal do epitélio escamoso (LOURENCO et al., 2007).

1.4 Fatores de risco e suscetibilidade genética

A maior incidéncia de cancer oral € observada em individuos acima dos 40 anos de
idade, e os fatores de risco mais conhecidos sdo o uso de tabaco e alcool. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 90% dos pacientes
diagnosticados sédo fumantes. O cigarro representa 0 maior risco para O
desenvolvimento dessa doenca, e o risco varia de acordo com o consumo. Quando
associado ao consumo regular de bebidas alcoodlicas esse risco aumenta (INCA,
2012). Os resultados do estudo realizado por Zhang et al. (2000), sugerem que
mesmo fumantes passivos tem um risco aumentado para o carcinoma epiderméide

de cabeca e pescoco.

Conforme descrito por Pai & Westra (2008), exposicdo a carcindgenos, dieta com
baixos padrdes nutricionais, ma higiene oral, agentes infecciosos, histéria familiar e
servico meédico deficiente, individualmente ou em conjunto, tem relacdo com o

desenvolvimento do cancer epidermdide de cabeca e pescoco.

A maior parte dos casos de cancer oral esta associada ao consumo de tabaco
(fumo, mastigacdo ou rapé), consumo de alcool em excesso, ou infectados com
determinados tipos de papilomavirus humano (HPV). Mas também se desenvolve
em individuos sem nenhum fator de risco conhecido (PADILLA & RITTER, 2008;
BHATNAGAR et al., 2012).

No cigarro sdo encontradas cerca de 50 substancias carcinogénicas. J4& 0 consumo
frequente de bebida alcodlica impede que as células epiteliais formem a barreira de
protecdo contra agentes externos, permitindo assim a entrada facilitada dos agentes
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carcindgenos presentes no cigarro, que irdo formar adutos de DNA que ndo sao
reconhecidos durante o processo de replicacdo podendo causar mutagdes e cancer
(GALBIATTI et al., 2012). O alcool potencializa os efeitos do tabagismo devido a sua
propriedade quimica solvente, aumentando e prolongando a exposicdo da mucosa
oral aos agentes cancerigenos presentes no tabaco (PAlI & WESTRA, 2008;
HASHIBE et al., 2007).

Um mecanismo possivel pelo qual o consumo de alcool pode influenciar o risco de
cancer oral € o acumulo de acetaldeido — metabdlito intermediario e potencial
carcinébgeno humano — durante a metabolizacdo do etanol em alguns individuos. O
acetaldeido se acumula intracelularmente, exercendo seus efeitos sobre o DNA
epitelial (OGDEN & WIGHT, 1998).

O consumo de bebidas alcodlicas, tanto diretamente quanto associado a deficiéncia
de folato, pode interferir na metilagdo do DNA reduzindo a sintese de S-
adenosilmetionina (SAM), reduzindo a atividade da metionina sintetase (MS),
diminuindo os niveis de glutationa e inibindo a atividade da DNA metilase. Tais
reacoes sdo importantes para a regulacdo epigenética da expressdo do gene,
manutencao da integridade do DNA e estabilidade cromossOmica, que estao
implicados no desenvolvimento de cancer (HAMID, WANI e KAUR, 2009).

Ha também evidéncias de que habitos alimentares com baixos padrdes nutricionais
podem ser fatores coadjuvantes na etiologia do cancer oral. Uma dieta saudavel,
rica em cereais integrais, frutas e vegetais pode estar associada a reducéo do risco
(NEVILLE et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2009). A deficiéncia de folato, nutriente
presente em frutas e vegetais, estd associada ao aumento do risco de varios tipos
de cancer, entre eles, o cancer de cabeca e pescoco (GALBIATTI et al., 2012).

Os folatos sdo membros das vitaminas do complexo B, necessarias para a sintese
de nucleotideos e metilacdo (BALAMURUGAN e SAID, 2006). As reacdes de
transferéncia de carbono necessarias para esses processos dependem da
manuten¢do da homeostase intracelular de folato (BALAMURUGAN e SAID, 2003).
Como os mamiferos séo incapazes de sintetizar o folato, os requisitos devem ser
supridos através de fontes nutricionais (HAMID, WANI e KAUR, 2009). O acido fdlico
é a forma mais estével de folato, e necessita ser reduzido in vivo em dihidrofolato e

tetrahidofolato (BALUZ et al., 2002). As diferentes formas de folato sdo essenciais
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para a sintese de purinas, remetilagdo da metionina (para o metabolismo de SAM) e
sintese de timidilato, os quais desempenham papéis importantes na estabilidade do
DNA gendmico (ROSATI et al., 2012)

O consumo excessivo de alcool pode também resultar em deficiéncias nutricionais
devido as falhas na absorcéo intestinal e alterar vias metabdlicas importantes, como
o0 metabolismo do folato; consequentemente a metilagdo de genes com um potencial
papel na carcinogénese pode ser comprometida (BOFFETTA et al.,, 2006). A
metilacdo do DNA é um importante marcador epigenético na expressao do gene, na
manutencao da integridade e estabilidade do DNA, em alteracBes cromossdmicas e
no desenvolvimento de mutacdes (HAMID, WANI e KAUR, 2009). A deficiéncia de
folato pode levar a alteracdes na metilacdo do DNA, que podem resultar em
superexpressao de protoncogenes e inibicAo de genes supressores de tumor,
aumentando assim o risco para desenvolvimento de canceres (HIYAMA et al., 2007;
PEREZ-ORDENEZ et al., 2006). Pode também impedir o reparo por excisdo de
bases, 0 que contribui para o acumulo de danos ao DNA (ROSATI et al., 2012)

Segundo Sailasree et al. (2011), o tabagismo e o etilismo séo fatores de risco bem
estabelecidos para o cancer oral, portanto apenas uma fracdo de fumantes e etilistas
desenvolvem o cancer. Isto sugere gque a etiologia do cancer oral esta relacionada a
suscetibilidade genética e interacbes entre fatores genéticos e ambientais
(STURGIS & WELI, 2002; CHU et al., 2012).

Além dos fatores de risco exdgenos, a suscetibilidade genética também é relatada
como um fator de predisposicdo ao carcinoma epidermdéide de cabeca e pescoco
(LEEMANS et al., 2011). Segundo Perez-Ordefiez et al. (2006), tem-se observado
um aumento na incidéncia de casos de carcinoma epidermdide de cabeca e pescogo
entre mulheres e jovens sem fatores de risco conhecidos, sendo a maior frequéncia

na cavidade oral e hipofaringe.

Alteracbes nas etapas do processo de reparo do DNA podem desempenhar um
importante papel na carcinogénese ambiental, e a extensdo dessas alteragbes
podem ser responsaveis pela suscetibilidade ou resisténcia a agentes mutagénicos
ambientais (ZHANG et al., 2000).
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Os cromossomos homoélogos sdo bastante similares entre si, porém em
determinadas localizagcdes do cromossomo (loci) pode haver variabilidade na
sequéncia do DNA. Se uma variacdo é encontrada em uma frequéncia superior a
1% dentro de uma populacéo, ela é considerada um polimorfismo (ROCHA et al.,
2007). Individuos portadores de variantes genéticas de genes especificos que
codificam enzimas envolvidas na quebra de agentes carcinogénicos, ou nha
codificacdo de proteinas de reparo do DNA, apresentam risco de desenvolvimento
de cancer (FELLER & LEMMER, 2012).

Conforme descrito por Pai & Westra (2008), o risco pode estar relacionado a uma
complexa interagdo entre exposicao, ativacao, desintoxicacdo e reparo do dano ao
DNA. O conhecimento do perfil genético molecular permite uma resolucdo mais
apurada do carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco com relacdo aos fatores

de risco, patogénese e comportamento clinico (PAI & WESTRA, 2008).

1.5 Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) € uma enzima envolvida no metabolismo
do acido folico e grupos metil (HOSSEINI-ASL et al, 2013). O gene MTHFR esta
localizado no cromossomo 1p36 (SAILASREE et al; 2011). A coenzima
tetrahidrofolato (THF) é convertida para 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-
metilTHF) e reduzida para 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) que participa da
regeneracado de metionina a partir de homocisteina, e esta envolvida na sintese de
nucleotideos e metilagdo do DNA (YANG et al., 2005; WU et al., 2009; CRIDER et
al., 2012; HOSSEINI-ASL et al, 2013). Sob condi¢cbes dietéticas normais o folato
absorvido é metabolizado no intestino e/ou no figado (CRIDER et al., 2012). Os
processos metabdlicos dependentes de acido félico sao influenciados pela ingestao
de folato, vitamina B12 e B6 e também por polimorfismos na enzima MTHFR
(BALUZ et al., 2002).

De acordo com a concentragdo SAM ocorrera ativacéo ou inibicdo da MTHFR, que
determinara se o folato intracelular sera quimicamente reduzido e entdo utilizado

para as vias de metilagdo ou mantido na forma ndo metilada para a sintese de
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nucleotideos (BALUZ et al., 2002). Esses processos, bem como as enzimas
envolvidas no metabolismo do &cido félico, estao representados na Figura 1.

Folic Acid
Methionine Synthesis Thymidylate Synthesis
& DHFR
SAM-Mediated Methylations
Dl:": " '““*\ / dumMp
DHFR
¥ III,I'
Methionine - — Tf": l TS
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DNMT3b | l / \ ' |
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DHA:UI thvlati "\ DNA Synthesis
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Folate

Figura 1 : Metabolismo do &cido félico. Processo de utilizagdo do folato/acido folico para metilagéo do
DNA e sintese de nucleotideos. Fonte: CRIDER et al., 2012.

De acordo com Baluz et al. (2002) polimorfismos no gene MTHFR estdo associados
com o declinio dos niveis de folato reduzido (5-metilenotetrahidrofolato), o que pode

conferir alteracées na metilacdo do DNA e suscetibilidade ao céancer.

Conforme descrito por Linhart et al. (2009), existem trés mecanismos pelos quais as
alteracdes no metabolismo do folato podem contribuir com a carcinogénese:
hipometilacio do DNA e subsequente ativagdo de protoncogenes; erro de
incorporacdo da uracila durante a sintese de DNA, que leva a instabilidade

gendmica; e aumento na desaminacao de citosina nos sitios de metilacdo do DNA.
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1.6 Cistationina -sintetase (CBS)

A enzima CBS (Cistationina B-sintetase), também esta envolvida no metabolismo do
folato (GALBIATTI et al.,, 2012). O gene CBS esta localizado no cromossomo
21922.3 (DUTTA et al., 2005). Esta enzima possui um papel crucial na condensacao
de serina e homocisteina para formar cistationina, e participa da via de
transulfuracdo de homocisteina, produzida durante o metabolismo de grupos metil
(DUTTA et al.,, 2005). A deficiéncia enzimatica provoca 0 aumento dos niveis
plasmaticos de metionina e diminuicdo dos niveis de cisteina (ZHAO et al., 2012),
levando a duas principais condi¢des clinicas — hiperhomocisteinemia e
homocistindria (FRANCO et al., 1998; WU & LU, 2012), que estdo correlacionados
com varias doencas, dentre elas, doencas cardiovasculares e cancer (ZHAO et al.,
2012; YAMASAKI-YASHIKI et al., 2012).

Em casos de hiperhomocisteinemia, como mecanismo de regulacdo a partir da via
de transulfuracdo a homocisteina sera convertida em cistationina, posteriormente em
a cetoglutarato e cisteina, reagdo que requer a CBS dependente de piridoxal fosfato
(B6) (BALUZ et al, 2002). A via de transulfuracdo € um mecanismo bioquimico que
liga 0o metabolismo de metionina para a biossintese de moléculas redox, como
cisteina, glutationa e taurina. Deficiéncias nessa via induzem a producdo de
espécies reativas de oxigénio e halégenos; acumulo de homocisteina; e respostas
inflamatorias, contribuindo para doencas como aterosclerose e o desenvolvimento
de tumor (ROSADO, SALVADOR e BONATTO, 2007).

A perda de expressdo de CBS pode levar ao acumulo de homocisteina (ZHAO et al.,
2012), um produto da hidrolise intracelular de SAM (FRISO et al., 2005), que sera
reciclado para metionina na via de remetilagdo; a metionina age como doador de
grupo metil para metilagdo do DNA, portanto a perda de expressdo do gene
resultara em descontrole da metilacdo. Deste modo a supressdao de CBS por
metilacdo do promotor pode interferir no metabolismo de grupos metil contribuindo
para o desenvolvimento de céncer através do aumento de danos ao DNA por
estresse oxidativo, prejudicando a capacidade antioxidante e desregulando a
metilacdo do DNA (ZHAO et al., 2012).
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1.7 Polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 8 44ins68

Estudos apontam uma conexao entre suscetibilidade ao cancer oral e polimorfismos
no gene MTHFR (SUPIC et al., 2011). Os polimorfismos C677T e A1298C estao
relacionados a reducéo da atividade enzimatica de MTHFR, e estdo associados com
o risco de desenvolvimento do céancer oral e também com pior prognéstico do
paciente (MATTIA & TOFFOLI, 2008; SAILASREE et al., 2011).

No polimorfismo C677T — exon 4, cédon 222 - uma troca de C para T no nucleotideo
677 no gene MTHFR resulta na substituicdo de alanina por valina (SAILASREE et al;
2011) dentro do dominio catalitico N-terminal (SHRUBSOLE et al., 2004). Essa
variacdo genética resulta na reducdo da atividade enzimética de MTHFR para
formacao de 5-metilTHF (CRIDER et al., 2012).

Segundo estudos realizados, individuos homozigotos (677TT) tém aproximadamente
30% de atividade da enzima, e heterozigotos (677CT) 65% (YANG et al., 2005;
NEUMANN et al.,, 2005; SAILASREE et al; 2011). A reducdo da capacidade
enzimatica resulta no acumulo de homocisteina no sangue e na urina, podendo levar
ao desenvolvimento de retardo mental e doencas vasculares; o risco de cancer
associado com polimorfismos neste gene pode ser modulado pela ingestéo de folato
(HAMID, WANI e KAUR, 2009).

Este polimorfismo tem sido associado ao risco aumentado para varios tipos de
cancer, como o cancer de endométrio, de mama, de ovario, de esbdfago, gastrico, e
reducdo do risco para outros, como leucemia e cancer colorretal (HAMID, WANI e
KAUR, 2009).

Segundo Tsai et al. (2011), a associacdo entre tabagismo e o gendtipo C677T afeta
significativamente a suscetibilidade ao cancer oral. Solomon et al. (2008), confirmou
em seu estudo a associacao do polimorfismo C677T com o risco aumentado para o
cancer epidermoide de cabeca e pescoc¢o. O gendtipo 677TT combinado com a
ingestdo de grandes quantidades de alcool tem sido associado com o aumento do
risco de cancer oral (SOLOMON et al., 2008; SUPIC et al., 2011). Segundo Zhuo et
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al. (2012), a associacdo de homozigotos 677TT com o etilismo apresentou
suscetibilidade elevada para CEO.

A associacdo do polimorfismo C677T com a ingestdo de folato foi previamente
estabelecida para varios tipos de cancer. Boccia et al. (2012) aponta que a ingestao
inadequada de &cido fdlico pode aumentar a suscetibilidade para o cancer
epidermoéide de cabeca e pescoco. Seus resultados sugerem que o gendtipo TT
associado a baixa ingestdo de acido folico aumenta o risco de desenvolvimento da
doenca. Segundo Suzuki et al. (2007), individuos 677TT com ingestdo adequada de
acido félico apresentaram risco reduzido, embora ndo significante estatisticamente,

para esse tipo de cancer.

No polimorfismo A1298C — exon 7, cdédon 429 - ocorre uma transicao de A para C na
posicdo 1298, resultando na substituicdo de glutamato por alanina (PUT et al., 1998;
NEUMANN et al., 2005) no dominio regulatério C-terminal (SHRUBSOLE et al.,
2004). Neste polimorfismo a reducdo da atividade enzimética € menos severa,
comparada ao polimorfismo C677T (MATTIA & TOFFOLI, 2008). Portadores do
genotipo 1298CC (homozigotos) apresentam reducdo moderada da atividade da
enzima (30-40%) (SAILASREE et al.,, 2011). No entanto, Friso et al. (2005)
observou que A1298C, isoladamente, nao prejudica a fungcdo de MTHFR de forma
significativa suficiente para alterar o caminho de remetilagdo da homocisteina e os
processos metilacdo. A literatura sugere que o polimorfismo C677T esta localizado
na base de ligacdo do cofator MTHFR, deste modo a atividade da enzima é mais

prejudicada com relagéo ao polimorfismo A1298C (FRISO et al., 2005).

Esse polimorfismo foi relatado em estudos anteriores como preditor para carcinoma
epidermdide de esbfago, linfoma maligno e leucemia aguda (CAO et al., 2010).
Neumann et al. (2005) evidenciou reducéo do risco para cancer epidermoide de
cabeca e pescoco em portadores do genétipo 1298CC. Os resultados de Zhuo et al.
(2012) também mostram que esse genoétipo possui papel preventivo para o cancer
oral. Segundo Sailasree et al. (2011), A1298C pode ser um biomarcador util para

determinar a sobrevida de pacientes com cancer oral.

O polimorfismo CBS 844ins68 - exon 8 - apresenta uma insercdo de 68 pares de
bases no nucleotideo 844 (GALBIATTI et al., 2010). Embora essa insercdo nao
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resulte em alteragdes aparentes da atividade enzimatica, as informagfes do mRNA
fornecem evidéncias de que o alelo transportando a insercéo é fracamente transcrito
(FRANCO et al., 1998).

Segundo Galbiatti et al. (2010), esse polimorfismo esta associado a alteracdes na
metilacdo do DNA e o desenvolvimento de cancer. Zhao et al. (2012), evidenciou
gue em tumores gastrointestinais o gene CBS atua como supressor tumoral devido a
sua hipermetilagdo. Em pacientes com cancer de cavidade oral, o polimorfismo
844ins68 foi associado com tumor primario e menor sobrevida (GALBIATTI et al.,
2010).

Vérios trabalhos mostram a relacdo do polimorfismo 844ins68 com outras doencas,
como Dutta et al. (2005) que encontrou relagcdo desse polimorfismo com retardo
mental; associacdo com esquizofrenia (GOLIMBET et al., 2009) e em pacientes com
anemia falciforme os resultados de Jacob, Bastos e Bonini-Domingos (2011)

apontam que a insercao de 68pb esta relacionada com eventos vasoclusivos.

1.8 Frequéncias dos gendtipos nas populacdes

Neumann et al. (2005), realizou um estudo dos polimorfismos C677T e A1298C no
Texas envolvendo 537 casos e 545 controles. Os gendtipos CT e TT estavam
presentes em 455% e 6,5% dos casos; 39,6% e 9,4% dos controles; para 0s
genotipos AC e CC as frequéncias observadas foram, 37% e 1,9%; 44% e 5,7%

para casos e controles.

Na cidade de Belgrado — Sérvia, Supic et al. (2011), analisou 96 casos de cancer
oral e 161 controles. Para o polimorfismo C677T a frequéncia dos genétipos CT e TT
nos casos analisados foram de 33% e 15%; nos controles a frequéncia foi de 41% e
10%.

Um estudo realizado no Paquistdo incluindo 872 individuos saudaveis analisou a
frequéncia genotipica dos polimorfismos C677T, A1298C e CBS. Os resultados para
0s gendtipos CT e TT foram 26,1% e 2,5%; para os genoétipos AC e CC foram 48,7%
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e 30,5%; e 13,2% e 0,34% para heterozigotos e homozigotos CBS, respectivamente
(YAKUB et al., 2012).

Em uma pesquisa realizada na india envolvendo 130 casos e 139 controles, foi
analisada a frequéncia dos polimorfismos C677T e A1298C. A frequéncia dos
gendtipos CT e TT foram 21,2% e 0,7%; 7,9% e 1,0%. Os genotipos AC e CC
apresentaram 56,9% e 14,6%; 42,4 e 24,5% para casos e controles (SAILASREE et
al., 2011).

Vairaktaris et al. (2006), encontrou entre gregos e alemaes as frequéncias de 69,1%
677CT e 55% 677TT nos casos e 54,2% 677CT e 8,3%6 77TT nos controles,

analisando um total de 220 individuos.

No Japédo foram analisados 237 casos e 711 controles para os polimorfismos C677T
e A1298C. Os gendtipos CT e TT apresentaram frequéncias de 47,7% e 15,2% nos
casos, e 46,6% e 18% nos controles; as frequéncias observadas para os genétipos
AC e CC nos casos foram 33,3% e 3,4% e nos controles 31,2% e 4,4% (SUZUKI et
al., 2007).

Numa anadlise envolvendo 200 brasileiros (100 casos e 100 controles), Rodrigues et
al. (2010) encontrou as frequéncias de 43% e 13% (casos) e 40% e 14% (controles)

para o polimorfismo C677T.

Também no Brasil, um estudo realizado por Galbiatti et al. (2010) na cidade de Séo
Paulo, entre 322 casos e 531 controles para o polimorfismo CBS foram detectados
17,5% heterozigotos e 2,5% homozigotos no grupo caso, e 14,6% heterozigotos e

2,0% homozigotos no grupo controle.

Diante das altas taxas de incidéncia de céncer oral na populacdo brasileira
apontados pelo INCA, e da possibilidade de utilizar esses polimorfismos como
biomarcadores, essa pesquisa foi realizada a fim de contribuir com a saude publica

capixaba.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Investigar a associagdo dos polimorfismos MTHFR C677T (rs1801133), MTHFR
A1298C (rs1801131) e CBS 844ins68 com o carcinoma epidermoide oral.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas dos trés polimorfismos na

populacdo do Espirito Santo;

Analisar a associagdo do tipo caso-controle, objetivando identificar
marcadores genéticos correlacionados com o CEO;

Avaliar a associacdo dos polimorfismos estudados com parametros

clinicopatoldgicos;

Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas observadas com as descritas
na literatura, visando contribuir para um melhor conhecimento da estrutura

populacional do Espirito Santo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

Foram incluidos neste estudo casos de carcinoma epidermdide oral atendidos no
Programa de Prevencao e Deteccéo Precoce do Cancer de Boca do Hospital Santa
Rita de Cassia — ES. Como grupo controle, individuos voluntarios sem cancer.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Integrado
de Atencdo a Saude (CIAS), registrado sob o numero 318/2011 e CCS-UFES
namero 036/10 (Anexo 1). O consentimento informado foi obtido, de acordo com a

Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n°196, de 10 de outubro de 1996.

Os participantes foram submetidos a uma entrevista através de questionario
especifico; a autorizacdo para a pesquisa foi obtida através do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

3.2 Anéalise molecular

3.2.1 Amostras

Os casos foram selecionados seguindo os critérios de incluséo: individuos de ambos
0S géneros, grupos étnicos ou faixa etaria, com diagndstico clinico de carcinoma
epiderméide da cavidade oral, que ainda nao haviam iniciado tratamentos
antineoplasicos de quimioterapia/radioterapia, ou cirurgias prévias, cujo tratamento
inicial foi terapia cirdrgica. No total foram incluidos 101 pacientes. Como grupo
controle foram selecionados 102 individuos sem céncer, sendo pareado com cada

caso por sexo e idade (com até cinco anos para mais ou para menos).

As amostras foram obtidas no periodo de setembro de 2011 a janeiro de 2013
através de raspagem da face interna das bochechas com escovas citoldgicas

estéreis através de friccdo por aproximadamente 30 segundos e acondicionadas em
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microtubo contendo 200ul de TES (10mM Tris-HCI, pH7,6; 1mM EDTA e 0,6% de
dodecil sulfato de sodio); ou coleta de 5mL de sangue periférico em tubo com
anticoagulante EDTA. Todo o material coletado foi mantido em refrigerador a

temperatura de 2 a 8°C.

3.2.2 Extragédo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme protocolo caseiro utilizando PC9 (Phenol
Chloroform pH9). O DNA proveniente de sangue periférico foi ressuspendido em
70uL de LoTE (Low Tris-EDTA), e em 20uL para DNA de células da mucosa bucal.

3.2.3 Genotipagem

Para a deteccdo dos polimorfismos no gene MTHFR foi utilizada a técnica PCR-
RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lengh Polimorphism).
Inicialmente o DNA é submetido a técnica de PCR, permitindo a amplificacdo do
namero de fragmentos da regido de interesse que contém o codon onde se
localizam os referidos polimorfismos. Posteriormente os produtos amplificados sao

submetidos a clivagem com a enzima de restricdo especifica.

No polimorfismo C677T, a substituicdo de C->T no nucleotideo 677 cria um sitio de
restricdo Hinfl. O produto de PCR (198pb) com o alelo T é digerido em dois
fragmentos (175 e 23pb), enquanto o produto com alelo selvagem (C) nao é digerido
(Figura 2).



27

198pb

125ph ———»

Figura 2: Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Polimorfismo MTHFR C677T. 1: Ladder; 2: Produto de PCR; 3:
Homozigoto selvagem; 4: Heterozigoto; 5: Homozigoto variante. A banda
de 23pb nédo é visualizada neste gel.

No polimorfismo A1298C, a substituicio de A->C no nucleotideo 1298 elimina um
sitio de restricdo MbOIIl. O produto de PCR (163pb) com o alelo A (selvagem) é
digerido em cinco fragmentos (56, 31, 30, 28 e 18pb), enquanto o produto com alelo

C (variante) apresenta quatro fragmentos digeridos (84, 31, 30 e 18pb) (Figura 3).
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Figura 3: Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Polimorfismo MTHFR A1298C. 1: Ladder; 2: Produto de PCR; 3:
Homozigoto variante; 4: Homozigoto selvagem; 5: Heterozigoto. As
bandas de 18, 28, 30 e 31pb ndo sédo visualizadas neste gel.

A deteccdo do polimorfismo no gene CBS foi realizada utilizando-se apenas a
técnica de PCR simples, que permite a verificacdo da presenca ou auséncia do
polimorfismo. Na andlise observa-se uma banda de 171pb (alelo selvagem),

enquanto no alelo variante, que possui uma insercdo de 68pb, evidencia-se uma
banda de 239pb (Figura 4).
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Figura 4: Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Polimorfismo CBS 844ins68. 1: Ladder; 2: Heterozigoto; 3: Homozigoto
selvagem.

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers), as temperaturas de
anelamento, as enzimas de restricdo e os produtos gerados pos digestdo enzimatica

encontram-se no Quadro 3.

Quadro 3: Sequéncias dos primers, temperatura de anelamento (TA) da PCR, enzima de restricao
utilizada e produtos gerados pés digestao para cada polimorfismo avaliado.

TA Enzima
Gene Primer 5" - 3 (C) de Produtos gerados (pb) Ref.
restricdo
Shrubsole et
, , al., 2004.
F 5" TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3 65 Hinf 1 Alelo normal: 198 pb
R 5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3’ Alelo variante: 175 + 23pb
MTHFR
F 5 CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3’ > Alelo normal: 56+31+30+28+18 pb
R 5 CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3 MbOIl Alelo variante: 84+31+30+18 pb Putetal.,
1998.
\ \ Alelo normal: 171 pb Dutta et al.,
CBS F 5 GTTGTTAACGGCGGTATTGG 3 56 | @ - Alelo variante: 239 pb 2005.
R5 GTTGTCTGCTCCGTCTGGTT 3'
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Os fragmentos obtidos foram submetidos & eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 8%, corado com solucao de nitrato de prata (0,1%), para visualizagao

e analise dos resultados.

3.3 Analise estatistica

As frequéncias genotipicas foram testadas para o Equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE). Foram utilizados para analise de diferenca populacional o teste qui-quadrado
e o teste de Fischer, a confirmacéo foi obtida pelo teste de Lilliefors (considerado
significante quando p < 0.05). A regresséo logistica multivariada foi utilizada para
obter o odds ratio (OR) e intervalos de confianca (IC 95%). Os calculos estatisticos
foram realizados através do software Epi Info® v3.4.3.

4. RESULTADOS

4.1 Descricao das populacdes do estudo:

Foram incluidos neste estudo 203 individuos (101 casos e 102 controles), a média
de idade dos casos foi de 58.0 anos e de 55.9 anos nos controles (mediana = 56.0 e
55.0 anos respectivamente), sendo 40 do sexo feminino (20 casos e 20 controles) e
163 do sexo masculino (81 casos e 82 controles). No grupo casos a prevaléncia do
sexo masculino foi de 80,2% e destes 82,7% eram tabagistas e 66,7% etilistas. No
sexo feminino 35% eram tabagistas e 60% etilistas. No total 74 (73,3%) individuos
informaram ser tabagistas e 69 (68,3%) etilistas; dos 101 pacientes, 59 alegaram os
dois habitos associados e 18 informaram nunca ter fumado ou ingerido bebida
alcodlica. A populagdo controle foi pareada ao grupo de pacientes nas
caracteristicas sexo e idade, como os dados sobre tabagismo e etilismo nos
controles eram parciais essas caracteristicas ndo foram incluidas na analise. A
analise das caracteristicas demograficas nao apresentou diferenca estatistica

significante entre casos e controles (Tabela 1).
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Tabela 1: Analise de risco para sexo e idade nos grupos caso/controle.

ANALISE DE RISCO

Caracteristicas demogréficas Total Caso Controle
n (%) n (%) n (%) P

Género

Feminino 40 19,7 20 19,8 20 19,6 0.972

Masculino 163 80,3 81 80,2 82 80,4
Faixa etaria, anos

<55 103 50,7 47 46,5 56 54,9 0.233

>55 100 49,3 54 53,5 46 45,1

Total 203 100,0 101 49,8 102 50,2

4.2 Analise das frequéncias genotipicas e alélicas dos casos e controles

estudados:

Na andlise do polimorfismo MTHFR C677T foram detectados dentre os casos 50
(49,5%) homozigoto selvagem (CC), 45 (44,6%) heterozigoto (CT) e seis (5,9%)
homozigoto variante (TT); dentre os controles, 50 CC (49,0%), 41 CT (40,2%) e 11
TT (10,8%). Para o polimorfismo MTHFR A1298C foram detectados 60 (59,4%)
homozigoto selvagem (AA), 36 (35,6%) heterozigoto (AC) e cinco (5,0%) homozigoto
variante (CC), dentre os caos; e 53 AA (52,0%), 44 AC (43,1%) e 5 CC (4,9%),
dentre os controles. No polimorfismo CBS 844ins68 foram evidenciados nos casos,
76 (75,2%) homozigoto selvagem (WT/WT), 24 (23,8%) heterozigoto (WT/ins) e um
(1,0%) homozigoto variante (ins/ins); e nos controles, 87 WT/WT (85,3%), 14 WT/ins
(13,7%) e um ins/ins (1,0%) (Tabela 2).
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Tabela 2: Frequéncia genotipica dos polimorfismos C677T, A1298C e 844ins68.

Frequéncia genotipica

Caracteristicas Homoz selvagem Heterozigoto Homoz variante
Total
n f n f n f
MTHFR C677T
Geral 100 0,493 86 0,424 17 0,084 203
Casos 50 0,495 45 0,446 6 0,059 101
Controles 50 0,490 41 0,402 11 0,108 102
MTHFR A1298C
Geral 113 0,557 80 0,394 10 0,049 203
Casos 60 0,594 36 0,356 5 0,050 101
Controles 53 0,520 44 0,431 5 0,049 102
CBS 844ins68
Geral 163 0,803 38 0,187 2 0,010 203
Casos 76 0,752 24 0,238 1 0,010 101
Controles 87 0,853 14 0,137 1 0,010 102

No grupo de pacientes a frequéncia alélica foi de 28,2%, 22,8% e 12,9% para 0s
alelos polimoérficos; para os alelos selvagens foi de 71,8%, 77,2% e 87,1%,
respectivamente. Nos controles, as respectivas frequéncias foram 30,9%, 26,5% e
7,8% e 69,1%, 73,5% e 92,2%. Os dados referentes aos pacientes e controles séo
apresentados na Tabela 3. De acordo com os referidos dados, as frequéncias
genotipicas observadas em MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 844ins68 estao
em Equilibrio de Hardy-Weinberg, em ambos os grupos. Em nenhuma das
comparacoes realizadas houve diferenca estatisticamente significante, o que permite
considerar que as amostras estudadas foram obtidas de populacées em equilibrio

genético.
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Tabela 3: Frequéncia alélica dos polimorfismos C677T, A1298C e 844ins68.

Frequéncia alélica

Hardy-Weinberg
Caracteristicas Selvagem Variante
f f X* p
MTHFR C677T
Geral 0,704 0,296 0.061 0.805
Casos 0,718 0,282 1.006 0.316
Controles 0,691 0,309 0.348 0.555
MTHFR A1298C
Geral 0,754 0,246 0.766 0.381
Casos 0,772 0,228 0.018 0.893
Controles 0,735 0,265 1.193 0.275
CBS 844ins68
Geral 0,897 0,103 0.017 0.896
Casos 0,871 0,129 0.357 0.550
Controles 0,922 0,078 0.260 0.610

4.3 Analise de suscetibilidade genética

A analise de risco ndo demonstrou correlacdo entre os genotipos estudados (nos
grupos caso/controle) e a presenca de cancer oral (Tabela 4).
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Tabela 4: Analise de risco dos polimorfismos C677T, A1298C e 844ins68 nos grupos caso/controle.

ANALISE DE RISCO

Caracteristicas genéticas Total Caso Controle
n (%) n (%) n (%) P
MTHFR C677T
CcC 100 49,3 50 49,5 50 49,0 0.438
CT 86 42,4 45 44,6 41 40,2
TT 17 8,4 6 5,9 11 10,8
CT+TT 103 50,7 51 50,5 52 51,0 0.945
MTHFR A1298C
AA 113 55,7 60 59,4 53 52,0 0.541
AG 80 39,4 36 35,6 44 43,1
GG 10 4.9 5 5,0 5 4.9
AG+GG 90 44,3 41 40,6 49 48,0 0.286
CBS 844ins68
WTWT 163 80,3 76 75,2 87 85,3
WT/ins+ins/ins 40 19,7 25 24,8 15 14,7 0.072
Total 203 100,0 101 49,8 102 50,2

4.4 Andlise das caracteristicas genéticas x clinico  patolégicas

4.4.1 Analise de risco em relacéo aos gendtipos do polimorfismo MTHFR C667T:

Na andlise de risco em relacdo as caracteristicas clinicopatologicas no grupo casos,
observou-se que o polimorfismo C677T esta relacionado com linfonodos negativos;
os resultados encontrados apontam que a combinac&o dos gendtipos CT+TT atuam

como fator de protecdo (p = 0.022) (Tabela 5).



Tabela 5: Analise do polimorfismo C677T x caracteristicas clinicopatolégicas.
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MTHFR C677T

- Total
e e W e
n (%) n (% n (%) (%) n (%)
Estadio
I 12 11,9 5 10,0 5 111 33,3 0.371 7 13,7 0.440
1l 13 129 7 14,0 6 13,3 0,0 6 11,8
Il 22 21,8 14 28,0 8 17,8 0,0 8 15,7
v 54 535 24 480 26 57,8 66,7 30 58,8
I+l 25 248 12 240 11 244 33,3 0501 13 25,5 0.311
Tamanho do tumor
(M
T1, T2 34 33,7 17 340 15 33,3 33,3 0926 17 33,3 0.657
T3 17 16,8 10 20,0 6 13,3 16,7 7 13,7
T4 50 495 23 46,0 24 533 50,0 27 52,9
Linfonodos (N)
Negativo 50 495 19 38,0 28 622 50,0 0.062 31 60,8 0.022
Positivo 51 505 31 620 17 37,8 50,0 20 39,2
Grau de
diferenciacéo
Bem diferenciado 25 248 10 200 15 333 0,0 0.192 15 29,4 0.238
Moderadamente 29 28,7 12 240 14 311 50,0 17 33,3
Pouco diferenciado 5 50 4 8,0 1 2,2 0,0 1 2,0
N/a* 42 416 24 480 15 333 50,0 18 35,3
Total 101 100,0 50 495 45 446 5,9 51 50,5

N/a*: dados indisponiveis.
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A analise multivariada (IC 95%), que considerou o tamanho do tumor em seu
modelo, revela que a combinacdo de gendtipos CT+TT oferece um risco de
comprometimento linfonodal trés vezes menor que o gendtipo CC (p = 0.012)
(Tabela 6).

Tabela 6: Andlise multivariada do polimorfismo MTHFR C677T.

Linfonodos (N)

Andlise multivariada
Caracteristicas

OR (IC 95%) p

Tamanho do tumor (T)

T1, T2 1

T3 3.07 (0.87-10.87) 0.083

T4 6.46 (2.32-17.95) <0.001
MTHFR C677T

cC 1

CT+TT 0.32 (0.13-0.77) 0.012

4.4.2 Analise de risco em relacéo aos genotipos do polimorfismo MTHFR A1298C:

Foi observado que o polimorfismo A1298C estd relacionado com o grau de
diferenciacdo do tumor. A combinacao dos genétipos AC+CC foi mais frequente nos
tumores bem diferenciados, ja 0 genoétipo AA teve uma maior frequéncia observada

nos tumores moderadamente ou pouco diferenciados (p = 0.007) (Tabela 7).



Tabela 7: Analise do polimorfismo A1298C x caracteristicas clinicopatologicas.
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MTHFR A1298C

- Total
Bt e W wme
n (%) n (%) n (%) (%) n (%)
Estadio
I 12 119 6 100 6 16,7 0,0 0923 6 14,6 0.890
Il 13 129 8 13,3 4 111 20,0 5 12,2
[l 22 21,8 14 233 7 19,4 20,0 8 19,5
v 54 535 32 533 19 528 60,0 22 53,7
[+11 25 248 14 233 10 27,8 200 0979 11 26,8 0.868
Tamanho do tumor
(M
T1, T2 34 337 22 36,7 11 30,6 20,0 0.930 12 29,3 0.726
T3 17 16,8 10 16,7 6 16,7 20,0 7 17,1
T4 50 495 28 46,7 19 528 60,0 22 537
Linfonodos (N)
Negativo 50 495 30 50,0 19 528 20,0 0.386 20 48,8 0.904
Positivo 51 50,5 30 50,0 17 47,2 80,0 21 51,2
Grau de
diferenciacéo
Bem diferenciado 25 24,8 8 13,3 14 38,9 60,0 0.037 17 41,5 0.007
Moderadamente 29 28,7 18 30,0 10 27,8 20,0 11 26,8
Pouco diferenciado 5 50 5 8,3 0 0,0 0,0 0 0,0
N/a* 42 416 29 483 12 33,3 20,0 13 31,7
Total 101 100,0 60 594 36 35,6 5,0 41 40,6

N/a*: dados indisponiveis.
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4.4.3 Analise de risco em relagdo aos genotipos do polimorfismo CBS 844ins68:

Os resultados encontrados na analise do polimorfismo 844ins68 nado foram

estatisticamente significantes (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise do polimorfismo 844ins68 x caracteristicas clinicopatoldgicas.

CBS 844ins68
Caracteristicas Total -
epidemiolégicas e genéticas wT ns 0
n (%) n (%) n (%)
Estadio
I 12 119 8 10,5 4 16,0 0.906
1l 13 129 10 13,2 3 12,0
I 22 218 17 224 5 20,0
v 54 535 41 539 13 52,0
I+11 25 248 18 23,7 7 28,0 0.903
Tamanho do tumor (T)
T1,T2 34 33,7 26 34,2 8 32,0 0.959
T3 17 16,8 13 17,1 4 16,0
T4 50 49,5 37 48,7 13 520
Linfonodos (N)
Negativo 50 49,5 40 52,6 10 40,0 0.273
Positivo 51 50,5 36 474 15 60,0
Grau de diferenciacéo
Bem diferenciado 25 248 19 250 6 240 0.462
Moderadamente 29 28,7 22 289 7 280
Pouco diferenciado 5 5,0 5 6,6 0 0,0
N/a* 42 416 30 395 12 48,0
Total 101 100,0 76 752 25 248

N/a*: dados indisponiveis.
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5. DISCUSSAO

A analise das caracteristicas epidemiologicas (sexo e idade), ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante entre casos (n = 101) e controles (n = 102).
Contudo, observamos que o nimero de casos de cancer oral em individuos do sexo
masculino foi quatro vezes maior que no sexo feminino. Segundo dados do INCA
(2012), o cancer oral € mais prevalente em individuos do sexo masculino com idade
acima de 40 anos. O fato da doenca se apresentar a partir da quarta década de vida,
pode ser explicado pelo acumulo de mutacdes ao longo de anos de exposicdo aos
fatores de risco (ALMEIDA et al., 2011). Geralmente a exposicdo das mulheres aos
fatores de risco da doenca ocorre mais tardiamente ou em menor quantidade;
tabaco e alcool sdo apontados como os principais (OLIVEIRA et al., 2006). Porém,
nos ultimos anos a incidéncia entre as mulheres tem aumentado, provavelmente
pela disseminacdo entre elas do habito de fumar (DANIEL et al., 2006) e ingerir
bebidas alcodlicas (BRENER et al., 2007). O aumento da incidéncia em individuos
mais jovens tem sido atribuido ao aumento da prevaléncia de infec¢bes por HPV
(GALBIATTI et al., 2012).

Em nossa casuistica observamos mais tabagistas (73,3%), que etilistas (68,3%),
embora os dois habitos tenham sido frequentes na populacdo estudada. Varios
estudos demonstram prevaléncias elevadas de pacientes tabagistas e/ou etilistas.
Rodrigues et al. (2010), também obteve um maior nimero de tabagistas (88%) em
relacdo aos etilistas (77%), (n=100). No trabalho de Yang et al. (2005) observou-se o
contrario, 64,2% tabagistas e 87,9% etilistas (n=165). A combinacdo desses dois
hébitos multiplica o risco de desenvolvimento de céancer oral (GALBIATTI et al.,
2012; INCA, 2013).

No presente estudo as frequéncias genotipicas encontram-se em Equilibrio de
Hardy-Weinberg em ambos os grupos analisados. O alelo variante para o
polimorfismo C677T esteve presente em 28,2% dos casos e em 30,9% dos
controles. Esse polimorfismo apresenta grande variacdo étnica e geogréafica. No
estudo de Rodrigues et al. (2010), realizado no estado de Sao Paulo, o alelo variante
foi evidenciado em 3,5% dos casos e 3,4% dos controles; no Texas o alelo variante
estava presente em 29,2% dos casos e controles (NEUMANN et al., 2005); entre
gregos e alemées o alelo variante foi detectado em 40% dos casos e 35,4% dos
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controles (VAIRAKTARIS et al., 2006). Percebe-se que dentro do mesmo pais ha
variagbes entre estados. A etnia dos envolvidos em nossa casuistica ndo foi
considerada devido a grande miscigenacao do povo brasileiro. Segundo Rocha et al.
(2007) diferencas genéticas podem conferir protecdo ou risco para O
desenvolvimento do cancer em populacdes de ancestralidades diferentes. No
entanto, a estratificacdo de grupos por etnia é bastante complexa, pois a cor da pele
e a regido de origem ndo sdo suficientes para diferenciar uma populacéo

miscigenada.

No polimorfismo A1298C o alelo variante esteve presente em 22,8% dos casos e em
26,5% dos controles. Nos Estados Unidos o alelo variante para esse polimorfismo foi
detectado em 20,4% e 27,7% para casos e controles, respectivamente (NEUMANN
et al., 2005). Em contraste com esses resultados, na China o alelo variante foi
detectado em apenas 2,8% dos casos e em 2,2% dos controles (CAO et al., 2010);
no Paquistao a variante C foi encontrada em 5,5% da populacdo normal (YAKUB et
al., 2012).

Na analise do polimorfismo CBS 844ins68 o alelo variante foi identificado em 12,9%
dos casos e 7,8% dos controles. Galbiatti et al. (2010), detectou o alelo variante
desse polimorfismo em 16,9% dos casos e 17,2% dos controles, em uma pesquisa

realizada no municipio de Séao Paulo.

Em contraste com outros estudos, nossa analise de risco nos grupos caso/controle
nao demonstrou correlacao entre os genotipos estudados e o cancer oral. Segundo
Neumann et al. (2005), individuos com o gendétipo 677TT apresentam um menor
risco de desenvolvimento de cancer oral. Sailasree et al. (2011) verificou que o
polimorfismo C677T esta associado com a predisposicdo do cancer oral na india.
Sua pesquisa mostrou que individuos CT e TT apresentaram um menor risco para
desenvolvimento de CEO, comparado aos individuos CC. Vairaktaris et al. (2006)
observou associacéo do polimorfismo C677T com o0 aumento do risco para CEO. Em
conformidade com nossos resultados, Boccia et al. (2012) ndo encontrou relacdo de
A1298C com o risco para cancer epidermoéide de cabeca e pescoco; Suzuki et al.
(2007) também analisou o risco dos polimorfismos C677T e A1298C para esse tipo

de cancer, separadamente e em conjunto, ndo evidenciando nenhuma associacéo.
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Galbiatti et al. (2010), também ndo encontrou correlacdo entre o polimorfismo CBS
844ins68 e o cancer epidermoide de cabeca e pescoco.

Nossa analise de risco em relacdo as caracteristicas clinicopatologicas no grupo de
pacientes mostrou que o polimorfismo C677T esta relacionado com linfonodos
negativos; nossos resultados apontam que a combinacdo dos genoétipos CT+TT
atuam como fator de protecdo (p = 0,022). Na analise multivariada, em que
consideramos o tamanho do tumor, a combinacéo dos genétipos CT+TT revelou que
o risco de comprometimento de linfonodos € trés vezes menor que no genodtipo CC.
Supic et al. (2011), Rodrigues et al. (2010) e Sailasree et al. (2011) ndo encontraram
associacao estaticamente significante entre comprometimento de linfonodos com o

polimorfismo C677T.

Nossos resultados sugerem fator protetor para os genétipos CT e TT. Essa protecao
pode ser devido a diminuicdo de mutagdes no DNA por erros de incorporagédo de
nucleotideos durante a duplicacdo e por reducdo da eficiéncia de metilacdo. A
enzima com atividade reduzida aumentaria a concentracdo intracelular de 5,10-
metilenotetrahidrofolato acarretando no aumento da disponibilidade de timina que
leva a uma maior estabilidade do DNA por reduzir a chance de incorporagao errada
de uracila (CHEN et al., 2001; PAZ et al., 2002; SOHN et al., 2004). Experimentos
em ratos confirmaram a diminuicdo de metilacgdo do DNA quando MTHFR tem
atividade reduzida. A baixa metilacdo também pode ser um fator protetor por
diminuir as chances de hipermetilacdo de regibes promotoras em supressores
tumorais (CHEN et al., 2001). Os protoncogenes promovem crescimento,
diferenciacdo e proliferacdo celular, enquanto genes supressores de tumor, o
inibem. Muta¢cdes em protoncogenes podem resultar em multiplicacdes excessivas,
neste caso a metilacdo também atuaria como fator protetor, e em supressores de
tumor podem ser inativados contribuindo para a formag¢ao do cancer (BALUZ et al.,
2002). A disponibilidade de folato pode afetar a capacidade de manter padrbes de
metilacdo do DNA em células em replicacdo (CRIDER et al., 2012). Segundo Baluz
et al. (2002) células neoplasicas de origem epitelial necessitam de folato reduzido
para sua replicagdo. Como os gendtipos variantes (CT e TT) apresentam reducéo da
atividade enzimética, a disponibilidade de folato reduzido fica comprometida, fato
que pode explicar o fator protetor observado nessas variantes por diminuir a

capacidade replicativa das células neoplasicas.
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No estudo realizado por Tsai et al. (2011) em Taiwan com 620 individuos (caso
/controle), os resultados obtidos revelaram que o alelo 677T foi mais frequente nos
controles do que nos pacientes com cancer oral, assim como 0s pacientes com 0s
genadtipos CT e TT apresentaram um menor risco de metastase. Existem evidéncias
de que baixos niveis de folato estdo associados com a diminuicdo da metilacdo
global do DNA, o que pode ter relacdo com o aumento do risco de cancer (CRIDER
et al.,, 2012). No entanto, quando a ingestdo de acido fdlico € suficiente, os
individuos portadores dos genétipos variantes podem ter o risco reduzido devido a
maior disponibilidade de 5,10metilenoTHF para a conversédo de uracila em timidina

para a sintese de DNA (BAILEY e GREGORY, 1999).

Detectamos na analise de risco para o polimorfismo A1298C que este esta
relacionado com o grau de diferenciacdo do tumor. A combinacdo dos genotipos
AC+CC foi mais frequente nos tumores bem diferenciados (p = 0,007), que pode
estar relacionado com melhor prognéstico, enquanto o genétipo AA teve uma maior

frequéncia nos tumores moderadamente ou pouco diferenciados.

Diante do exposto, nossos dados mostram uma associacao entre os genétipos AC +
CC e os tumores bem diferenciados que, teoricamente, seriam de melhor
prognostico para o paciente. Entretanto, ndo é consenso na literatura que o grau de
diferenciacdo tumoral seja um parametro para avaliacdo de prognostico isolado. O
comportamento bioldgico do CEO ¢é incerto, a literatura sugere fatores que podem
influenciar o prognostico. Esses fatores podem estar relacionados ao paciente
(idade, sexo, raca, condi¢cdes socio-econbmicas e habitos, como tabagismo e
etilismo), ao tumor (sitio, estadio, espessura do tumor, histopatologia e expressao de
marcadores moleculares) e ao tratamento (tipo de tratamento, terapia adjuvante)
(MONTORO et al., 2008).

A diferenca entre comportamentos biolégicos relacionados a localizacdes
anatOmicas distintas representa dificuldade para que uma classificacdo com base
apenas nos dados histopatolégicos possua associagao positiva com prognastico,
recorréncia e sobrevida. No entanto, as classificagcbes histopatologicas podem
prover fatores prognésticos suplementares a fim de otimizar o valor do estadiamento
TNM e auxiliar na escolha terapéutica (LOURENCO et al., 2007).
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Em geral pacientes com maior estagio TNM apresentam um pior progndstico.
Porém, ha casos de tumores primarios ndo detectaveis clinicamente que exibem
maior agressividade, metastases regionais precoces e morte. Por outro lado, alguns
tumores em estagios avancados apresentam retardo de metastases, e pos-
tratamento os pacientes tem uma maior sobrevida livre de doenga (KADEMANI et
al., 2005). Kademani et al. (2005) evidenciou em seu estudo que a probabilidade do
carcinoma pouco diferenciado apresentar pior prognostico € maior comparada aos

carcinomas moderadamente ou bem diferenciados.

O polimorfismo A1298C, em comparagdo com C677T, € bem menos caracterizado
na literatura, mas é relatada sua associacdo com menor risco para alguns canceres.
Numa analise envolvendo 1082 individuos, a reducéo do risco de cancer de cabeca
e pescoco foi observada para os genétipos AC e CC (NEUMANN et al., 2005). Em
cancer oral o genétipo CC desempenha um papel preventivo, segundo metanalise
realizada por Zhuo et al. (2012).

Em individuos 1298CC a atividade enzimatica de MTHFR é reduzida em
aproximadamente 30-40% (SAILASREE et al., 2011). Conforme observado no
polimorfismo 677T, a reducdo da atividade enzimatica irA aumentar a concentracao
de 5,10-metilenotetrahidrofolato, reduzindo assim a quantidade de mutacdes por
erro de incorporacdo de nucleotideos, conferindo maior estabilidade ao DNA. Além
disso, a menor disponibilidade de folato reduzido, devido a menor eficiéncia da
enzima na conversao de 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5- metilenotetrahidrofolato

pode conferir menor capacidade replicativa a célula neoplasica.

Os resultados de Sailasree et al. (2011), ndo corroboram com esses estudos. O
genatipo variante para o polimorfismo A1298C (CC ou AC + CC) foi detectado como
preditor independente de falha no tratamento e menor sobrevida entre pacientes
com cancer oral. A hipétese do autor € de que as elevadas concentra¢des de 5,10-
metilenotetrahidrofolato e timidilato sintase associado as variantes A1298C podem
favorecer a proliferacdo de células malignas residuais, resultando em recidiva da

doenca.

Na literatura vérias investigacdes do polimorfismo A1298C para o risco de cancer de
cabeca e pescoco, mostram relacdo com outros fatores de risco, como o trabalho de
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Cao et al. (2010), em que a associagdo entre 0s genotipos variantes de A1298C com
C677T apresentam risco aumentado para cancer de nasofaringe em fumantes.

O polimorfismo A1298C também possui varios estudos relacionados a outros tipos
de cancer, mas os resultados séo contraditorios. Qin et al. (2013), sugere que 0
polimorfismo atua como fator de protecdo no cancer hepato celular; ja Kwak et al.
(2008), mostra que esse polimorfismo esta relacionado com o aumento do risco para

esse tipo de céancer.

A analise de risco para o polimorfismo CBS 844ins68 nao apresentou resultados
estatisticamente significantes. Galbiatti et al. (2010), ndo encontrou associacéo
desse polimorfismo com o cancer oral, como no presente estudo, mas observou que
individuos do sexo masculino, tabagistas, acima dos 50 anos de idade, tem risco

aumentado para a doenca.

Zhao et al. (2012), sugere que o gene CBS, devido a sua hipermetilagdo, funcione
COmMO um gene supressor em tumores gastrointestinais; esse tipo de alteracdo é
comum em genes supressores de tumor em diversos tipos de cancer. Além disso, o
estudo evidenciou que alteracfes no funcionamento desta enzima tem relagcdo com
a carcinogénese gastrointestinal. Evidenciamos também varios trabalhos associando
esse polimorfismo a outras doencas, como risco de retardo mental (DUTTA et al.,
2005); esquizofrenia (GOLIMBET et al., 2009) e episédios vasoclusivos em
portadores de anemia falciforme (JABOB, BASTOS e BONINI-DOMINGOS, 2011).

Tsai et al. (2011) e Sailasree et al. (2011), sugerem que o polimorfismo MTHFR
C677T pode ser um biomarcador util para a previsdo e prognéstico do cancer oral.
Segundo revisao da literatura, por Galbiatti et al. (2012), os polimorfismos MTHFR
C677T e MTHFR A1298C podem estar envolvidos com o0 risco para carcinoma
epidermdide de cabeca e pescoco. No entanto, devido aos resultados contraditorios,
sdo0 necesséarios estudos em diversas populacbes a fim de esclarecer o papel
desses polimorfismos na etiologia desse tipo de cancer.

Polimorfismos genéticos s&o influenciados por origens étnicas e diferencas
geograficas (IZMIRLI, 2013); o que justifica os resultados contraditorios encontrados

na literatura.
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Nossos resultados mostram que o diagnostico molecular € uma ferramenta
importante em casos de CEO. Tanto o polimorfismo C677T que mostrou atuar como
fator de protecdo, quanto o polimorfismo A1298C que esta relacionado ao grau de
diferenciacdo tumoral, sdo de grande relevancia clinica e importantes para o

progndstico do paciente.

6. CONCLUSOES

Em nossa casuistica, concluimos que os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR
A1298C e CBS 844ins68 nao estéo correlacionados com o risco de desenvolvimento
de carcinoma epiderméide oral na populacdo do Espirito Santo. Evidenciamos que o
polimorfismo MTHFR C677T atua como fator de protecdo. A combinagdo dos
genotipos CT+TT revelou que o risco de comprometimento de linfonodos é trés
vezes menor comparado ao gendtipo CC. O polimorfismo A1298C esta relacionado
com o grau de diferenciacdo tumoral. Combinados, os genotipos AC+CC foram mais
frequentes nos tumores bem diferenciados, o que pode sugerir um melhor
prognoéstico. Observamos que estudos futuros com uma maior populacdo de estudo
e informacdes precisas sobre tabagismo, etilismo, etnia e dieta ajudardo a
esclarecer melhor a interacdo desses polimorfismos com o carcinoma epidermoide

oral.
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5. Corrigir o cronograma
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Cronagrama corrigido.

6. Incluir Declaragdes de Infraestrutura de todas as instituiches hospitalares participantes, inclusive a do
Hospital que assina a Folha de Rosto.
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Declaracdes entregues.

7 Informar no dossié se as amostras biolégicas permaneceréo identificadas e no pais ou se serao exportadas
elou desvinculadas dos respectivos sujeitos.
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dezembro de 2011.

Atenciosamente,

Dr. AlvaravAdtoaoaesGaoveli dé Morais
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CAS OS

INTRODUCAO

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais e
seus efeitos sobre a saude das pessoas. O estudo esta sendo conduzido pelo Programa de
Prevencdo e Deteccdo Precoce de Cancer de Boca HSRC /SESA (Hospital Santa Rita

de Céssia— Secretaria Estadual de Saude/ES e pela Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer. Sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar
ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem que isso afete o tratamento meédico que
vocé esta recebendo. Por favor, leia cuidadosamente este formulario de consentimento e
esclareca com o coordenador da pesquisa no hospital quaisquer dividas que vocé possa ter
sobre o0 estudo antes de assinar este termo.

EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé concordar em participar deste estudo, sera solicitado que vocé faca uma entrevista
e forneca amostras de sangue ou saliva e de tecido (tumor). Além disso, nés pediremos sua
permissao para coletar informagfes relevantes do seu prontudrio médico. Se vocé decidir
nao responder, seja a uma questdo especifica ou a todas as informacbes, ndo sofrera
nenhuma penalidade. Vocé pode patrticipar da entrevista, mas se recusar a fornecer as
amostras biologicas (sangue e tumor).

Questionario:

Um entrevistador vira aplicar o questionario enquanto vocé estiver no hospital. A entrevista
tem a duracdo de aproximadamente uma hora e consiste de questdes relacionadas a
habitos, estilo de vida, ambiente e salde.

Coleta de sangue e amostras bioldgicas:

Sera solicitado que vocé doe uma amostra de sangue ou saliva enquanto estiver no hospital.
Uma enfermeira treinada retirara aproximadamente 10 mL de sangue de uma veia do seu
braco, da maneira habitual, ou uma raspagem na parte interna da bochecha para coleta de
células. Se disponivel, nds solicitaremos ao Departamento de Patologia do hospital uma
pequena amostra do seu tumor.

ANALISE DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

O sangue/saliva e as amostras de tumor serdo enviados a laboratorios para analise das
caracteristicas genéticas e celulares que podem estar relacionadas ao desenvolvimento da
doenca. Concordando com este estudo vocé estard autorizando que estas amostras sejam
armazenadas por um periodo de 05 anos, podendo ser solicitada prorrogacao deste prazo,
para serem utilizadas em investigacdes futuras. Toda nova pesquisa a ser realizada
utilizando estas amostras devera ser submetida a nova aprovacéo pelo Comité de Etica em
Pesquisa.



NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAO

As amostras biologicas obtidas seréo utilizadas apenas para fins de investigacdo. Qualquer
material que ndo seja imediatamente utilizado permanecer4d armazenado. Vocé tem o
direito de saber, a qualquer momento, dos resultados de exames realizados em suas
amostras, tendo ou nao aplicabilidade clinica. Nao haver4d nenhum custo financeiro para
vocé participar deste estudo e ndo hd nenhuma compensagdo ou pagamento pelo
preenchimento do questionério e fornecimento das amostras biol6gicas.

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS

Durante a coleta do sangue, vocé pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma
(mancha roxa) no brago, no local onde for realizada a coleta. E possivel, mas n&o provavel,
que vocé apresente inchaco ou sangramento no local da puncéo. Pode também ocorrer um
mal-estar relacionado ao medo de agulhas. E improvavel que ocorram danos fisicos a partir
da coleta de sangue. Se estes danos ocorrerem, vocé sera imediatamente tratado pelos
profissionais do hospital.

BENEFICIOS POTENCIAIS

Ao participar desta pesquisa, vocé sera orientado sobre habitos e estilo de vida que poderdo
contribuir para o sucesso de seu tratamento, além de orientacdo especializada pelos
médicos e cirurgides-dentistas da equipe sobre cuidados e prevencao das complicacdes
decorrentes do tratamento ao qual sera submetido. Sua participacdo € muito importante
para o sucesso desta pesquisa e também podera trazer beneficio as geracdes futuras.

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE

Serd realizada a codificacdo de todo material e informacdo obtidos, objetivando garantir o
sigilo e o respeito a confidencialidade. As informag¢des serdo usadas apenas para fins
cientificos, em conformidade com a legislacdo do Brasil. Ninguém, exceto os membros da
equipe de pesquisa, terd acesso as suas respostas e aos resultados de testes. Seu
empregador (patrdo) ndo terd acesso a quaisquer resultados ou informac¢des que vocé nos
fornecer. As amostras bioldgicas ndo serdo etiquetadas com o seu nome. Seu nome nao
sera divulgado em nenhum relatério ou trabalho cientifico.

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO

Vocé pode se recusar a participar e/ou retirar o seu consentimento e interromper a
participacdo a qualquer momento, sem nenhuma penalizacdo ou perda de algum beneficio
que tenha recebido anteriormente. Se vocé inicialmente decidir dar seu consentimento para
0 armazenamento das amostras bioldgicas para pesquisas futuras, mas depois mudar de
idéia e enviar notificacdo por escrito para o coordenador da pesquisa do Programa de
Prevencédo e Deteccdo Precoce de Cancer de Boca HSRC/SESA (Hospital Santa Rita de
Cassia— Secretaria Estadual de Saude/ES, todos os remanescentes das suas amostras
biolégicas serdo entdo destruidos. A sua decisdo sobre esse assunto ndo afetara o seu
tratamento médico ou seu emprego.



CERTIFICACAO

Eu li a explicacdo sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas
davidas. Ao concordar em participar deste estudo, eu ndo renuncio a nenhum direito que
possa ser relativo ao acesso e divulgacdo dos meus dados. Eu concordo em participar das
partes do estudo onde esta assinalado “sim” e recuso-me a participar das partes do estudo
onde est4 assinalado “ndo”. Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento.

SIM  NAO Parte do estudo

[] [ ] Entrevista

[] [ ] Coleta e teste do sangue

[] [ ] Coleta de amostras de tumor e testes relacionados

[] [ ] Acesso aos prontuarios meédicos

Assinatura do participante Data Assinatura da testemunha  Data

Nome Nome da testemunha

Nome e assinatura do Pesquisador
Responsavel Data:

NO6s agradecemos a sua colaboracdo nesse importante projeto de pesquisa. Se voceé tiver
davidas sobre este estudo, vocé pode telefonar para o Dr. José Roberto Vasconcelos de
Podesta; coordenador do Programa de Prevencéo e Deteccdo Precoce de Cancer de Boca
HSRC/SESA, no telefone (27) 3334-8383 ou vocé pode escrever-lhe, no seguinte endereco:
Hospital Santa Rita de Cassia -Programa de Prevencao e Deteccdo Precoce de Céancer de
Boca. Av Marechal Campos, s/n® Maruipe, Vitéria/ES, CEP 29041091.



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CON TROLES

INTRODUCAO

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais e
seus efeitos sobre a saude das pessoas. O estudo esta sendo conduzido pelo Programa de
Prevencdo e Deteccdo Precoce de Cancer de Boca HSRC /SESA (Hospital Santa Rita

de Céssia— Secretaria Estadual de Saude/ES e pela Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer. Sua participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar
ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem que isso afete o tratamento médico que
vocé esta recebendo. Por favor, leia cuidadosamente este formulario de consentimento e
esclareca com o coordenador da pesquisa no hospital quaisquer dividas que vocé possa ter
sobre o0 estudo antes de assinar este termo.

EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé concordar em participar deste estudo, sera solicitado que vocé faca uma entrevista
e forneca amostra de sangue. Além disso, nos pediremos sua permissao para coletar
informacgdes relevantes do seu prontuario médico. Se vocé decidir ndo responder, seja a
uma questao especifica ou a todas as informacfes, ndo sofrerd nenhuma penalidade. Vocé
pode participar da entrevista, mas se recusar a fornecer as amostras biolégicas.

Questionario:

Um entrevistador vira aplicar o questionario enquanto vocé estiver no hospital. A entrevista
tem a duracdo de aproximadamente uma hora e consiste de questdes relacionadas a
héabitos, estilo de vida, ambiente e saude.

Coleta de sangue e amostras bioldgicas:

Sera solicitado que vocé doe uma Unica amostra de sangue ou saliva. Uma enfermeira
treinada retirarq aproximadamente 10 mL de sangue de uma veia do seu braco, da maneira
habitual, ou uma raspagem na parte interna da bochecha para coleta de células.

ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A amostra de sangue/saliva sera enviada a laboratérios para andlise das caracteristicas
genéticas e celulares. Concordando com este estudo vocé estard autorizando que esta
amostra seja armazenada por um periodo de 05 anos, podendo ser solicitada prorrogacao
deste prazo, para ser utilizada em investiga¢des futuras. Toda nova pesquisa a ser realizada
utilizando esta amostra devera ser submetida & nova aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa.

NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAO

A amostra biolégica obtida sera utilizada apenas para fins de investigacdo. Qualquer
material que ndo seja imediatamente utilizado permanecera armazenado. Vocé tem o
direito de saber, a qualquer momento, dos resultados de exames realizados em sua amostra
biolégica, tendo ou ndo aplicabilidade clinica. Nado haver4d nenhum custo financeiro para



vocé participar deste estudo e ndo hd nenhuma compensagdo ou pagamento pelo
preenchimento do questionario e fornecimento das amostras bioldgicas.

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS

Durante a coleta do sangue, vocé pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma
(mancha roxa) no braco, no local onde for inserida a agulha. E possivel, mas n&o provavel,
gue vocé apresente inchagco ou sangramento no local da pun¢édo. Pode também ocorrer um
mal-estar relacionado a agulhas. E improvavel que ocorram danos fisicos a partir da coleta
de sangue. Se estes danos ocorrerem, vocé sera imediatamente tratado pelos profissionais
do hospital.

BENEFICIOS POTENCIAIS

Ao participar desta pesquisa, vocé sera orientado sobre habitos e estilo de vida que poderdo
contribuir para a prevencdo e deteccdo de céancer de boca através de orientacdo
especializada pelos médicos e cirurgides-dentistas da equipe. Sua participacdo € muito
importante para o sucesso desta pesquisa e também podera trazer beneficio as geracdes
futuras.

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE

Sera realizada a codificacdo de todo material e informacdo obtida, objetivando garantir o
sigilo e o respeito a confidencialidade. As informacdes serdo usadas apenas para fins
cientificos, em conformidade com a legislacdo do Brasil. Ninguém, exceto os membros da
equipe de pesquisa, terd acesso as suas respostas e aos resultados de testes. Seu
empregador (patrdo) ndo terd acesso a quaisquer resultados ou informac¢des que vocé nos
fornecer. As amostras bioldgicas ndo serdo etiquetadas com o seu nome. Seu nome nao
sera divulgado em nenhum relatério ou trabalho cientifico.

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO

Vocé pode se recusar a participar e/ou retirar 0 seu consentimento e interromper a
participacdo a qualquer momento, sem nenhuma penalizacdo ou perda de algum beneficio
que tenha recebido anteriormente. Se vocé inicialmente decidir dar seu consentimento para
0 armazenamento das amostras biolégicas para pesquisas futuras, mas depois mudar de
idéia e enviar notificacdo por escrito para o coordenador da pesquisa do Programa de
Prevencdo e Deteccdo Precoce de Cancer de Boca HSRC/SESA (Hospital Santa Rita de
Cassia— Secretaria Estadual de Saude/ES, todos os remanescentes das suas amostras
biolégicas serdo entdo destruidos. A sua decisdo sobre esse assunto ndo afetara o seu
tratamento médico ou seu emprego.



CERTIFICACAO

Eu li a explicacdo sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas
davidas. Ao concordar em participar deste estudo, eu ndo renuncio a nenhum direito que
possa ser relativo ao acesso e divulgacdo dos meus dados. Eu concordo em participar das
partes do estudo onde esta assinalado “sim” e recuso-me a participar das partes do estudo
onde est4 assinalado “n&o”. Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento.

SIM  NAO Parte do estudo

[] [ ] Entrevista
[] [ ] Coleta e testes em amostras de sangue

[] [ ] Acesso aos prontuarios meédicos

Assinatura do Participante  Data Assinatura da testemunha  Data

Nome do Participante Nome da testemunha

Nome e assinatura do Pesquisador
Responsavel Data:

NOs agradecemos a sua colaboracdo nesse importante projeto de pesquisa. Se vocé tiver
davidas sobre este estudo, vocé pode telefonar para o Dr. José Roberto Vasconcelos de
Podesta; coordenador do Programa de Prevencédo e Deteccdo Precoce de Cancer de Boca
HSRC/SESA, no telefone (27) 3334-8383 ou vocé pode escrever-lhe, no seguinte endereco:
Hospital Santa Rita de Cassia -Programa de Prevencao e Deteccdo Precoce de Céancer de
Boca. Av Marechal Campos, s/n°® Maruipe-Vitéria ES CEP 29041091.



