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Resumo

INTRODUGCAO: O polimorfismo no cédon 72, prolina (p537) ou arginina (p53%) esta
envolvido na habilidade da p53 em interagir com as proteinas celulares. Varios
autores tém demonstrado que a presenca do genétipo p53°R confere maior risco de
desenvolvimento de tumores. OBJETIVO: Avaliar a freqiéncia alélica do
polimorfismo genético no cédon 72 do gene p53 em amostras obtidas de pacientes
diagnosticados com Carcinoma Escamoso de Base de Lingua atendidos no Hospital
Araujo Jorge, da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG), entre os
anos de 1999 e 2006. Avaliar a predisposi¢cdo genética do cancer de base da lingua
relacionada ao polimorfismo de TP53, através da identificacdo da presenca ou nao
dos alelos p537 e/ou p53° nos pacientes com esta patologia. MATERIAIS E
METODOS: O presente estudo € do tipo caso-controle de carater retrospectivo, foi
realizado no Nucleo de Pesquisas Replicon da Universidade Catdlica de Goias em
conjunto com o Hospital Aradjo Jorge. Foram avaliados 54 pacientes com carcinoma
escamoso de base da lingua e em 186 individuos sem cancer. Estes foram pareados
guanto ao sexo, idade e no grupo caso, foram avaliados o estadio clinico e habitos
de etilismo e tabagismo. A genotipagem dos alelos p53% e p53” foi determinada por
PCR, utilizando-se primers especificos. RESULTADOS: As freqiiéncias alélicas para
p537 nos casos e controles foram de 75,9% e 74,2%, enquanto que de p53" foram
de 24,1% e 25,8%, respectivamente. Nado houve diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,79) nas frequéncias alélicas entre os dois grupos analisados,
sugerindo que o polimorfismo do codon 72 de TP53 nao seja um fator de risco de
susceptibilidade ao carcinoma escamoso de base da lingua. CONCLUSAQ: Néo foi
observada associacéo entre a variante p53< e o desenvolvimento da carcinogénese

de CCO de base da lingua, segundo o sexo, idade e etnia.

Palavras-Chaves: CEC, TP53, Arginina, Prolina e Cancer de Base da Lingua.



Abstract

INTRODUCTION: The polymorphism at codon 72, proline (p53°) or arginine (p53F) is
involved in the ability of p53 to interact with cellular proteins. Several authors have

shown that the presence of genotype p53T%

confers greater risk of developing
tumors. OBJETIVE: To assess the allelic frequency of genetic polymorphism in
codon 72 in TP53 gene in samples obtained from patients diagnosed with squamous
carcinoma of base of the tongue treated at the Hospital Araujo Jorge and Associacdo
de Combate ao Cancer em Goias (ACCG)between 1990 and 2006. Evaluate the
genetic predisposition for Base of Tongue Cancer linked of TP53 polimorphism, by
identififyin of the presence or absence of the alleles p53° and/or p53° alleles in
patients with this pathology. MATERIALS AND METHODS: This study is a case-
control retrospective in nature, was conducted at Nucleo de Pesquisas Replicon of
the Universidade Catdlica de Goias in conjunction with the Hospital Aradjo Jorge. We
evaluated 54 patients with squamous carcinoma of the base of the tongue and 186
individuals without cancer. These were matched regarding gender, age, and the
group of cases was evaluated clinical stage and smoking, alcohol consumption. The
genotypes p53° and p53° were determined by PCR, using specific primers.
RESULTS: The allele frequencies for p53% in cases and controls were 75.9% and
74.2%, while the p53° were 24.1% and 25.8% respectively. There was no statistically
significant difference (p = 0.79) in allele frequencies between the two groups,
suggesting that the polymorphism of codon 72 of TP53 is not a risk factor for
susceptibility to squamous cell carcinoma of the tongue base. CONCLUSION: The
study does not find relationship between p53% and CCO carcinogenesis when

compared sex, age and color.

Key words: CEC, TP53, arginine, proline and Base of Tongue Cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais do Cancer

Neoplasia significa literalmente, crescimento novo. O prefixo neo é de
origem grega e significa novo. O sufixo plasis também é de origem grega e significa
crescimento. Neste contexto, uma proliferacdo anormal do tecido, cujas células
fogem parcial ou totalmente ao controle do ciclo celular e tendem a autonomia e a
perpetuacdo, com efeitos agressivos sobre o hospedeiro é atualmente a definicdo
mais aceita para o termo neoplasia (COTRAN et al, 2000).

As neoplasias podem ser classificadas segundo seu comportamento
bioldgico como benignas ou malignas. As neoplasias benignas apresentam
crescimento lento, expansivo, encapsulada, de contornos bem delimitados, sua
morfologia € semelhante ao tecido de origem com raras figuras de mitoses e nao
produzem metastases. JA os tumores malignos apresentam crescimento rapido,
infiltrativo, ndo sédo encapsulados, tem o contorno pouco delimitado, com morfologia
diferente do tecido de origem com varias mitoses, e produzem metastases (LINGEN
et al., 2005; COTRAN et al., 2000).

Céancer é o termo comum para as neoplasias malignas. A palavra cancer tem
origem no latim, cujo significado é caranguejo. Tem esse nome, pois as células
doentes atacam e se infiltram nas células sadias como se fossem os tentaculos de
um caranguejo.

A palavra de origem grega, Metastatis, significa mudancas de lugar ou
transferéncia. As metastases correspondem a regides tumorais descontinuas em
relacdo ao sitio primario. A célula neoplésica se desprende do tumor primario

deslocando-se para o intersticio, onde, pela via hematogénica ou linfatica, alcanca
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um sitio distante, onde forma uma nova col6nia do clone neoplésico (LINGEN et al.,

2005; COTRAN et al., 2000).

1.2. Aspectos Epidemioldgicos do Cancer de Cavidade Oral

O céancer da Cavidade Oral (CO) é considerado um problema de saude
publica. Além da alta prevaléncia, o tumor é responsavel por uma grande incidéncia
de O6bitos em todo o mundo, constituindo a sexta causa de morte por cancer
(WALKER et al, 2003).

O carcinoma de células escamosas (CEC) é o tipo histoldégico mais comum,
correspondendo a 90% dos casos dos carcinomas que ocorrem na CO, seguido de
neoplasias das glandulas salivares menores (carcinoma adendide cistico,
mucoepidermoide, células acinares e adenocarcinoma) e tumores de origem
mesenquimal, como os sarcomas (HOGAN et al., 2005; ANTUNES et al., 2003).

Tradicionalmente, os relatorios mundiais dos registros de cancer codificam e
incluem os tumores da base da lingua, Gvula e palato mole como parte da topografia
da boca, classificando-os como canceres de boca ou cavidade oral. As localizagbes
topograficas mais comuns das neoplasias de boca s&do: a lingua (30%),
principalmente, bordos laterais entre o terco médio e posterior, seguido de labios
(25%), assoalho da boca (15%), gengivas (10%), mucosa bucal (10%) e palato
(10%) [DOBROSSY et al., 2005].

Em todo o mundo, o CCO é considerado uma neoplasia de elevada
incidéncia. No Brasil, a incidéncia do CCO é considerada uma das mais altas do
mundo, estando entre 0s oito mais comuns que atingem o sexo feminino. O Instituto
Nacional do Cancer (INCA), estimou as taxas brutas para o ano de 2008, sugerindo

a ocorréncia de cerca de 14.160 novos casos de CCO em todo territério nacional. As
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taxas brutas por sexo foram estimadas em 10.380 e 3.780 para 0 sexo masculino e
feminino, respectivamente. Para o ano de 2008 no Estado de Goiéas, levando-se em
consideracao as taxas de incidéncias e mortalidade da série historica compreendida
entre 1998 e 2002, segundo os dados do RCPB-ACCG (incidéncia) e do Sistema de
informacédo sobre mortalidade (6bitos), o INCA estimou a ocorréncia de 110 novos
casos de CCO em Goias (INCA, 2008).

Cerca de 2.000 novos casos de cancer bucal sdo detectados por ano no
Reino Unido e as mortes chegam a 900 casos/ano, assim, sua morbidade e
mortalidade sdo comparaveis aos canceres de mama, cervicais e melanomas
(McCANN et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos indicam que a incidéncia do cancer de cabeca e
pescoco aumenta com a idade. DOBROSSY et al. (2005) demonstraram que na
Europa 98% dos pacientes tém mais de 40 anos de idade. O CCO raramente ocorre
em pacientes jovens, menos de 6% dos casos ocorrem em individuos com idade
inferior a 40 anos. Porém, IAMARROM et al. (2004) demonstraram que a incidéncia
de CEC de CO em populacdes jovens com idades inferiores a 40 anos tem
aumentado gradualmente em diversos paises. Um aumento na incidéncia foi
relatado na Europa Central e Oriental, especialmente, entre jovens do sexo
masculino (GANDINI et al., 2008).

A Classificagao Internacional de Doenca em Oncologia (CID-O) vem sendo
usada mundialmente, h& varios anos, pelos paises membros da Organizacédo
Mundial de Saude (OMS), inclusive o Brasil, para definir as doengas oncologicas. A
OMS atribui 0 uso do CID-O ao aumento de estudos epidemiolégicos e sua

aplicacdo na pesquisa oncologica, devido a melhor organizagdo dos dados de
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pacientes acometidos pelo cancer (NORONHA & DIAS, 1997. GREENBER MS,
WHO-FIC 2006 e WHO-FIC 2009).

A CID-O permite a codificacdo de todas as neoplasias por topografia,
histologia ou morfologia e comportamento biolégico, como por exemplo, maligno,
benigno, in situ, incerto se benigno ou maligno e metastatico. Contudo, a CID-O nao
apresenta codigos para outros tipos de informacgédo, como: estadiamento clinico,
extensdo da doenca, lateralidade, método de diagndstico e tratamento.

O sistema TNM foi adotado pela Unido Internacional Contra o Cancer
(UICC), em 1950, que assumiu a responsabilidade por esse sistema de
estadiamento. A classificacdo TNM (Tabela 1) utiliza informacdes acerca da extenséo
do tumor primario (T), da auséncia ou presenca e a extensdo de metastases em
linfonodos regionais (N) e de possiveis metastases a distancia (M). Atualmente, o
estadiamento TNM é a base para a orientacao terapéutica e o progndéstico do cancer

de cabeca e pescoco (Noronha & Dias, 1997), conforme, a Tabela Il.
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Tabela I: Classificacdo do TNM para Estadiamento Clinico de Cancer de CO.

T Tumor Priméario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO Nao ha evidéncia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensao.
T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao.

T4a | (Labio) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, nervo alveolar inferior,
assoalho da boca ou pele da face (queixo ou nariz).

T4a | (Cavidade oral) Tumor que invade estruturas adjacentes: a cortical 6ssea, musculos
profundo-extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e estiloglosso),
seios maxilares ou pele da face.

Tab (Labio e cavidade oral): Tumor que invade o espaco mastigador, laminas pterigéides ou
base do cranio ou envolve artéria carétida interna.

N Linfonodos Regionais

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

N1 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior
dimensao.

N2 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em sua
maior dimenséo, ou em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de
6 cm em sua maior dimensao; ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum
deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao.

N2a | Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em sua
maior dimensao.

N2b | Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm em
sua maior dimensao.

N2c | Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm
em sua maior dimensao.

N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimenséao.
M Metéastase a Distancia

MX A presenca de metastase a distdncia ndo pode ser avaliada.

MO Auséncia de metéastase a distancia.

M1 Metastase a distancia.

Fonte: INCA, 2006. www.inca.gov.br
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Tabela Il: Estadiamento Clinico do CCO baseado no TNM

Estadio Tumor Nodulo Metéstase
EC I T1 NO MO
EC I T2 NO MO
EC I T3 NO MO
T1la3 N1 MO
EC Iva T4a NO-1 MO
T1-4 N2 MO
EC IVb T4b N qualquer MO
EC IVc T qualquer N qualquer M1

FONTE: PATEL SG, SHAH JP. TNM — Staging of Cancers of the Head and Neck: Striving for
Uniformity Among Diversity. CA Cancer J Clin 2005.

Os principais objetivos do tratamento do cancer séo erradicar a doenca e
aumentar a sobrevida dos pacientes. O ideal é que esse principio seja
acompanhado de preservacado, tanto quanto possivel da fisiologia do 6rgdo e da
estética individual, visando melhor qualidade de vida para o paciente. A cirurgia e/ou
a radioterapia sdo, isoladas ou associadas, 0s métodos terapéuticos mais
frequentemente usados no tratamento do CCO (KOWALSKI et al., 2002).

As cirurgias incluem ressec¢Bes do tumor primario com margens
tridimensionais de pelo menos 1 cm, associadas ao tratamento do pescog¢o, com
frequente evolucdo para esvaziamento cervical nos casos de linfonodos
comprometidos. Em casos de tumores com alto risco de metastatizacdo, mas sem
metéstases clinicamente detectaveis, indica-se o tratamento eletivo do pescoco.
Nesses casos, Uutiizam-se 0s esvaziamentos cervicais seletivos do tipo
supraomohidideo (REID et al., 2000).

A radioterapia poés-operatéria € indicada para os casos com margens

cirirgicas exiguas ou comprometidas, linfonodos histologicamente positivos,

embolizacdo vascular neoplasica, infiltracdo perineural (KOWALSKI et al., 2002).
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Nas lesdes iniciais, a radioterapia oferece o mesmo resultado de controle de doenca
que a cirurgia, porém, apresenta piores efeitos colaterais com complicacdes
importantes a longo prazo, como a xerostomia, a inducdo de caries de irradiacédo e o
desenvolvimento de osteoradionecrose (KOWALSKI et al.,, 2002. FERLITO et al.,
2003).

Para o tratamento dos casos avancados, tumores dos estadios clinicos Il e
IV de CCO, associa-se a radioterapia convencional a quimioterapia sistémica.
Células resistentes a radioterapia podem se tornar sensiveis a ela se esta for
associada a quimioterapia, tendo efeito sinérgico nesses casos (PIGNON et al.,

2000).

1.3. Fatores de Risco

Os fatores de risco mais bem relacionados com o processo de
carcinogénese da boca sdo o tabagismo e o etilismo crénicos. Alcool e tabaco
apresentam efeitos sinergisticos na iniciacdo, promo¢do e progressdo tumoral. O
inicio em idade precoce do habito para estes dois fatores e periodo prolongado de
exposicdo aos agentes genotoxicos derivados da queima do tabaco e/ou agressao
direta da mucosa pelo alcool séo relatados como os principais fatores de risco para o
CCO (YANG et al., 2008; MISRA et al, 2009).

Um estudo realizado por DIKSHIT et al. (2000) demonstrou que a
interrupcé@o do habito de fumar reduz o risco de desenvolvimento do CCO. O risco se
aproxima ao daqueles pacientes que nunca fumaram. No entanto, a reducéo
observada no risco relativo devido a cessagdo do habito ocorre somente depois de

decorrido um periodo de 10 a 20 anos.
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Outro estudo, realizado por JITOMIRSKI et al (2000), relatou que ocupacoes
envolvendo o consumo de alcool, como garcons, empregados de cervejarias, e
atividades laborais sujeitas a exposi¢cao individual a asbesto e produtos de fibra
mineral tém sido associadas a um maior risco de desenvolver CCO. Por outro lado,
exposicoes a radiacao solar, como por exemplo, atividades ocupacionais na pesca e
agricultura, principalmente em pessoas de pele clara, aumentam consideravelmente
e particularmente o risco de ocorréncia do cancer de labio.

McCANN et al (2001) apontam uma influéncia direta na higiene bucal e das
condicbes da denticdo na génese da carcinogénese bucal. A escovacao diaria foi
identificada como um fator protetor, j& a irritacdo crbnica mecanica (proteses
dentarias mal adaptadas, fraturas e auséncia de elementos dentarios) ou quimica
(uso de solucdes de higiene bucal), além da ma higiene oral, tem sido relatado como
possiveis fatores de risco para o cancer de boca.

Um estudo realizado no Brasil, conduzido por MACIEL et al. (2000),
observou uma correlacdo positiva entre mortalidade por céancer de boca e
componentes do indice de desenvolvimento humano (IDH) e indice de condi¢Bes de
vida (ICV) nas capitais brasileiras. A associacdo entre o cancer (em especifico de
boca e faringe) e condigbes socioeconbémicas € complexa e ndo definitivamente
estabelecida. Além de diferenciais na exposi¢cdo aos principais fatores de risco
(tabaco, alcool), individuos em condi¢cdes de vida com baixo IDH normalmente,
possuem um acesso reduzido as informagbes e ao servico de saulde,
consequentemente, retardando o tempo de diagndstico e a auséncia do tratamento.

Atualmente ha evidéncias suficientes de que alguns tipos de virus, bactérias

e parasitas associados a infec¢cOes cronicas estdo presentes no processo de
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desenvolvimento do cancer, como por exemplo, a Helicobacter pylori e o cancer
gastrico.

O HPV foi relatado, em varios estudos, como o principal agente biologico
associado ao desenvolvimento do CCO (SUMMERGILL et al., 1990; BOUDA et al.,
2000; INSERRA et al., 2003). Um estudo multicéntrico conduzido, em 1995, pela
International Agency for Research on Cancer (IARC), a unidade da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) para pesquisa em cancer realizada em 9 paises, inclusive
o Brasil, indicou o papel etiologico do HPV na génese, sobretudo, do cancer de

orofaringe, amidalas e laringe (IARC,1995).

1.4. Polimorfismo Genético

As neoplasias sdo doencas genéticas e as mutacdes que Ihes déo origem
podem ser hereditariamente transmitidas pela linhagem germinativa ou adquiridas
nos tecidos somaticos. A grande maioria das mutacbes em cancer € somatica,
resultantes da interacdo de fatores genéticos e ambientais e presente apenas nas
células tumorais (COTRAN, 2000).

A contribuicdo genética herdavel de uma neoplasia é avaliada em 5 a 10%
de todos os cénceres humanos. Portanto, cerca de 90% dos casos de cancer
resultam, de forma esporadica, da associagdo entre os fatores ambientais e de
variaveis que definem uma suscetibilidade genética ao desenvolvimento tumoral
(YUSPA, 2000). A modulacdo dos processos de biotransformacéo baseia-se na
codificacdo e expressdo de diversos genes, sendo esse fator a provavel causa das
maiores fontes de variabilidade interindividual na suscetibilidade aos agentes

carcinogénicos (MASSON et al., 2005; SANTIAGO, 2002).
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Genes que participam no processo de oncogénese sao, principalmente, os
gue nas células normais estdo envolvidos com o controle do ciclo celular, reparacéo
do DNA danificado e apoptose. A proliferacdo de células normais € regulada por
proto-oncogenes e por genes supressores tumorais. Muta¢des que potencializam as
atividades dos proto-oncogenes o0s convertem em oncogenes, facilitando o
crescimento de células tumorais. Inversamente, lesdes genéticas que inativam
genes supressores liberam as células da repressdo imposta por estes genes,
permitindo o crescimento irrestrito de células cancerosas (ZEMLENDUSH et al.,
2008; HYAMA et al., 2008).

O TP53 é um gene supressor de tumor e esta localizado no braco curto do
cromossomo 17 (17p13.1) e codifica para uma proteina nuclear de 53.000 Daltons.
Este gene é responsavel pela sintese de uma fosfoproteina denominada proteina
p53, que controla o ciclo celular durante a fase G1, retardando o processo de divisao
celular para que o reparo do DNA seja realizado ou impedindo a divisdo celular
através da inducao da apoptose (HYAMA et al., 2008).

As mutacdes que envolvem o0 gene TP53 sdo eventos genéticos
frequentemente observados em varios tipos de cancer em humanos. Os clones
mutados em TP53 permitem o aumento de uma populacdo celular com maior
instabilidade genética. HYAMA et al. (2008) descrevem que as mutacfes que
acometem o gene TP53 sdo as mais freqientemente encontradas em canceres
humanos.

A prevaléncia de mutacdes do gene TP53 nos tecidos neoplasicos varia de
acordo com o sitio anatémico do tumor. GREENBLAT et al. (1994) relataram que as

mutacOes de TP53 nado foram encontradas em tumores de testiculos e da hipofise.
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Por outro lado, mutacdes de TP53 ocorrem em mais de 50% dos tumores de pulméao
e de colon.

Além das mutacfes no gene TP53, o polimorfismo da proteina codificada por
este gene também é relatado como evento genético associado ao desenvolvimento
de cancer (FRANCHI et al., 2006). O polimorfismo localizado no cédon 72 do éxon 4
deste gene € identificado como um SNP (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism), ou seja, as variagdes na sequéncia de DNA estdo associadas com
alteracdes de apenas uma base nitrogenada, levando a alteracBes estruturais da
proteina p53. O SNP acarreta mudanca na sequéncia de aminoacidos da proteina
p53, resultando na presenca de duas variantes para o residuo 72 na populacao.
Assim, o c6don 72 do éxon 4 pode codificar um aminoacido arginina (p53%) ou uma
prolina (p537) (RIBEIRO JR & SAFATLE-RIBEIRO, 2006).

No caso do polimorfismo do codon 72 do gene TP53, tem-se a substituicdo
de uma Citosina (C) por uma Guanina (G) em uma regido rica em prolina no dominio
de ligagdo SH3. A transverséo € suficiente para modificar o aminoacido determinado
pelo coédon, sendo que a trinca de nucleotideos CCC codifica para o residuo de
prolina (P) e CGC para o residuo de arginina (R). Desta forma, dois alelos p53 estao
naturalmente presentes nas populagcbes humanas, o p53p e o p53R.
Consequientemente, SNP de p53’? originam os genétipos p53t%, p53~” e p53™ nas
populacdes (BUYRU et al., 2003; LANGEROD et al., 2002)

O polimorfismo no cédon 72, prolina (P) ou arginina (R) esta envolvido na
habilidade da p53 em interagir com as proteinas celulares. Tem sido postulado que a
proteina p53 contendo o gendtipo homozigoto para arginina no cédon 72 é mais
eficiente na inducéo da apoptose do que a variante contendo prolina. A p53°® tem

uma capacidade maior de se integrar com MDM2 (PIETSCH et al.2006). Véarios
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autores tém demonstrado que a ocorréncia de homozigose para p53~F confere maior
risco de desenvolvimento de tumores, como em canceres de mama (VIEIRA et al,
2008), pulmao (BOLDRINI et al, 2008), esofago (HYAMA et al, 2008) entre outros.
Em uma meta-analise, na qual foram revisados mais de 50 artigos, de 1998
a 2002, relacionados ao codon 72 e ao cancer cervical relacionado ao HPV,

KOUSHIK et al. (2004) verificaram que o genétipo p53T®

promove um sutil aumento
do risco de carcinomas de células escamosas e adenocarcinomas. Por outro lado,
INSERRA et al. (2003), em um estudo com 3.371 mulheres de diferentes etnias, nao

3R"R com o aumento do risco

encontraram nenhuma associagdo entre o genotipo p5
de céancer cervical relacionado ao HPV. No Brasil, esta associacdo também se
mostrou negativa conforme resultados de BRENNA et al. (2004).

As controveérsias ndo cabem somente aos carcinomas cervicais relacionados
ao HPV, mas também outros tumores, como por exemplo, os de célon retal
(SCHNEIDER-STOCK et al., 2004), do trato urinario (FURIHATA et al., 2002), os da
prostata (SUZUKI et al., 2003),da mama (BUYRU et al., 2003; DUNNING et al.,
1999), os pulmonares ( FAN et al., 2000) e os de cabeca e pescoco, incluindo os da
cavidade oral (SUMMERGILL et al., 1990).

SCHNEIDER-STOCK et al. (2004) n&o encontraram diferencas
estatisticamente significativas (p = 0,83) nas frequiéncias genotipicas dos pacientes
com carcinomas de célon retal e seu grupo controle saudavel, ndo podendo assim
associar o polimorfismo como um fator de risco para o desenvolvimento de tumores
que acometem este sitio anatémico. No entanto, um estudo feito com 141 pacientes
com neoplasias do trato urinario, FURIHATA et al. (2002), verificou que o alelo p53®

aparece preferencialmente mutado nestes tumores em relacdo ao alelo p53° (p =

0,02).
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O trabalho de BUYRU et al. (2003) mostrou que a homozigose do alelo p53~
aumenta o risco para o desenvolvimento do cancer de mama em trés vezes na
populacao turca. Porém, em um trabalho sistematico de revisdo sobre o papel do
polimorfismo no risco de cancer de mama, DUNNING et al. (1999) sugerem que o
alelo p53° estad mais associado ao risco deste tumor do que o alelo p53~. Para os
tumores de préstata, SUZUKI et al. (2003) também verificaram que o gendtipo p53°"
tem um papel importante na suscetibilidade deste cancer na populacao japonesa.

A homozigose para p53"" também foi sugerida como fator de suscetibilidade
em carcinomas hepaticos (p = 0,03) e adenocarcinomas pulmonares (p = 0,04) [ZHU
et al., 2005; FAN et al., 2000].

Contrastando com estes estudos, SOURVINOS et al. (2001) sugerem que a

homozigose para o alelo p53t%

confere ao individuo portador uma maior
predisposicdo ao desenvolvimento de lesbes pré-malignas da laringe.
Adicionalmente, este mesmo grupo de pesquisadores nao evidenciou o papel do
polimorfismo de p53 na susceptibilidade individual as infeccbes por HPV.
SUMMERGILL et al. (2000) também n&o encontraram nenhuma associacdo deste
tipo nos tumores de cavidade oral.

A definicdo do real papel do polimorfismo do cédon 72 do gene supressor de
tumor p53 na susceptibilidade individual ao carcinoma escamoso de base da lingua
necessita maior elucidacdo. Neste contexto, justifica-se a realizagdo do presente

estudo sobre as possiveis implicac6es deste SNP no carcinoma escamoso de base

da lingua.



23

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

- Avaliar a frequéncia alélica do polimorfismo genético no cédon 72 do gene
p53 em amostras obtidas de pacientes diagnosticados com Carcinoma Escamoso de
Base de Lingua atendidos no Hospital Araujo Jorge, da Associacdo de Combate ao

Cancer em Goias (ACCG), entre os anos de 1999 e 2006.

2.2. ESPECIFICOS

- Analisar as frequiéncias génicas e genotipicas dos grupos caso e controle;

- Avaliar a predisposicéo genética do cancer de base da lingua relacionada ao
polimorfismo de TP53, através da identificacdo da presenca ou n&o dos alelos p53~°
e/ou p53" nos pacientes com esta patologia;

- Analisar a sobrevida relativa dos pacientes quanto aos genotipos

3RR 3PP 3RP

homozigotos (p53™" e p53™") e heterozigotos (p53™") e as variaveis estudadas;

- Identificar possiveis associacfes entre 0os genaotipos de p53 e os fatores de

risco socio-demograficos e estilo de vida.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento do estudo

O presente estudo € do tipo caso-controle de carater retrospectivo, realizado
no Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) da Universidade Catdlica de Goias em
conjunto com o Hospital Araujo Jorge (HAJ). Os casos foram obtidos junto ao
Servico de Cabeca e Pescoco do HAJ e os controles obtidos fora do HAJ, como
sendo individuos da mesma comunidade, preferencialmente do Hospital de
Urgéncias de Goiania (HUGO), do Hospital Geral de Goiania (HGG) e da Santa
Casa de Misericordia de Goiania. No HAJ foram selecionados os casos de
carcinoma escamoso de base de lingua por ocasido do diagnostico, anteriormente
ao inicio do tratamento. O grupo controle foi utilizado na comparagdo com os dados
analisados e seus pacientes ndo possuiam nenhum diagnéstico de cancer, apesar
de serem portadores de outras patologias. Todos os individuos dos grupos controle
e caso foram entrevistados com respeito a histéria individual de exposicéo a fatores
ocupacionais, ambientais e habitos de vida contendo ainda, informacdes

biométricas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da ACCG (Anexo |).



25

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa com seres humanos da

Associacdo de Combate ao Cancer em Goias para estudo em tela.

SSOCIAGAO DE COMBATE
A0 CANCER EM GOIAS

Goiania, 30 de junho de 1998.

[lma Sra.
Dra. Mana Paula Curado

Servigo de Cabega e Pescogo do Hospital Aratjo Jorge — ACCG
Nesta

Prezada Sra.,

Encaminhamos a V.Sa. relatério do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Vivos, apés andlisc do projeto “ESTUDO INTERNACIONAL

CORRELACIONANDO VIROSES E CANCER DE CAVIDADE ORAL
E DE LARINGE".

Informamos que o referido projeto foi aprovado em reunido do comitd
realizado no dia 30/06/98 apds ser apresentado aos membros presente.

Colocamo-nos ao scu inteiro dispor para esclarecimentos necessérios.

Cordiais Saudagdes.

o
Dr. Gerald },Sllan CIroZ

Presidente do Comité de Etica - ACCG
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3.2. Grupo amostral

Foram avaliadas no total 240 amostras de DNA, sendo 54 constituidas de
pacientes diagnosticados como carcinoma escamoso de base da lingua e 186
amostras de pacientes do grupo controle. Foram considerados casos apenas 0S
individuos recém diagnosticados com carcinoma de base da lingua, definidos
através do Caddigo Internacional de Doencas (CID10: CO01), que tenham sido
histologicamente confirmados pelo Servico de Patologia/HAJ. Os casos nao foram
submetidos a nenhuma terapia primaria, nem foram previamente tratados com radio
e/ou quimioterapia local ou sistémica previamente a obtencdo das amostras
biologicas. Foram excluidos do estudo pacientes do grupo controle com historia
pregressa de neoplasia e historia de cancer de cavidade oral na familia.

3.3. Obtencéo das amostras

Foram coletados 10mL de sangue periférico heparinizado, colhidos em tubos
conicos de 12 mL com tampa de rosca. Posteriormente essas amostras foram
processadas a 5000 r.p.m. x g por 15 minutos. Em seguida aliquotas foram
armazenadas em criotubos, fracionadas em plasma sanguineo, anel leucocitario e
hemacias. As aliquotas rotuladas foram armazenadas em freezer a -20TC,

compondo um banco de amostras biolégicas.

3.4. Obtenc&o de DNA das amostras em estudo

A extragao, purificagdo e isolamento de DNA genOGmico das amostras
biolégicas foram executadas com uso do kit de extracdo Wizard® Genomic DNA
Purifications Kit (Promega corporation, EUA), de acordo com o protocolo de extracéao
sugerido pelo fabricante. As amostras extraidas foram rotuladas e armazenadas a -

20T para serem utilizadas posteriormente nas reac¢o es de PCR.
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3.5. Genotipagem do polimorfismo do cédon 72 de p53 pela PCR.

Todas as amostras foram submetidas a duas reacdes de PCR com os
primers para genotipagem dos alelos p53~ e p53°, seguindo-se a técnica proposta
por SOURVINOS et al. (2001). Para controle interno da reacéo, foi amplificada a
regido D8S135. A sequéncia de todos os primers e 0 tamanho esperado de seus

amplicons encontram-se na Tabela Ill.

Tabela Ill. Sequéncia dos nucleotideos iniciadores utilizados na genotipagem
do polimorfismo do coédon 72, do gene p53.

Primer* Sequencia (5 2 3)) Produto Amplificado
TCC CCC TTG CCG TCC CAA
pS3+F/ATGR CTG GTG CAG GGG CCA CGC 141
GCC AGA GGC TGC TCC CCC
p53Pro+/pS3R CGT GCA AGT CAC AGA CTT 177
GGG AGG CTT TAT AAT TAT TTA GC

CTG GGC AAC AGAGTG GGAC

92

D8S135

* Invitrogen Brasil ©.

As condi¢cbes de PCR para um volume final de 25uL de reacdo foram: 25
gsp de agua Mili-Q, 0.3nmol de primer alelo-especifico (Invitrogen®), 1U de Taq DNA
polimerase (Promega®), 1X de STR® buffer (Promega®) (50mM de KCI, 10mM de
Tris-HCI, 1,5mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 0,2mM dNTPs e 0,5mM de MgCl,) e
~100ng de DNA gendmico total. Para a amplificacdo dos fragmentos de 141pb (p53F)
e de 177pb (p53°) do cédon 72 do gene p53 foi utilizado o protocolo de
termociclagem descrito na Tabela IV.

Tabela IV. Protocolo de termociclagem para a genotipagem de p53" e p53°.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.) Ciclos
Desnaturacao inicial 94 5 1
Desnaturacdo 94 30s
Amplificacdo 55 45s 35
Extensdo 72 1
Extenséo final 72 7 1
Armazenamento 4 0 0
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3.6 Anadlise dos produtos de PCR

Os produtos das PCRs foram separados em gel de poliacrilamida néo
desnaturante a 8% (PAGE 8%) em TBE 1X mediante aplicacdo de um campo
elétrico constante de 10V/cm por 2 horas. Como marcador de peso molecular, foi
utilizada uma escada alélica de 50pb (0,025ug/pL) aplicada nas canaletas iniciais do
gel. Para a visualizacdo do DNA amplificado, o gel foi submerso em TBE 1X
contendo 5uL/mL de brometo de etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e
em seguida as imagens foram capturadas em sistema de video-documentacéo
ImageMasterVDS® (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

A interpretacdo da eletroforese foi feita da seguinte forma: a presenca de
uma Unica banda de 177pb caracteriza um individuo homozigoto para p53%; a
presenca de uma banda de 144pb caracteriza um individuo homozigoto para p53°
(Al, A2, A4, A5, A6 e C2+). Duas bandas, uma de 177pb e outra de 144pb

caracteriza um individuo heterozigoto p53~° (A3 e C1+) [Figura 1].

M Al A2 A3 A4 A5 A6 Cl+ C2+ C-

177pb - p53 °
<

141pb - p53 ®

Figura 1. Resultado da eletroforese dos produtos de PCR em PAGE 8%, ap6s migracao
em campos elétricos constantes de 10V/cm por 2 horas.
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3.7 Analise Estatistica

Os dados da genotipagem, dos casos e controles, foram tabulados em
planilhas do software Microsoft Excel® (versdo 2007). A avaliacdo das freqiiéncias
alélicas e genotipicas das populacdes casos e controle, o Equilibrio de Hardy-
Weinberg e a sua diferenciacdo génica e genotipica foi testado com o auxilio do
software BioEstat® (versdo 5.0). O teste do X* de homogeneidade foi utilizado na
comparacao entre os dados soécio-demograficos (idade, sexo, habitos tabagista e
etilista). O teste foi realizado em tabelas de contingéncia 2x2 e 3x2. Adicionalmente,
pode-se avaliar o risco relativo entre o polimorfismo de TP53 para o codon 72 e o
cancer de base da lingua pelo teste de Odds Ratio, com intervalo de confianca de
95%. Para verificar a associacdo entre o gendtipo e a idade do paciente no
diagnostico da doenca, foi utilizado um teste de tendéncia, com o auxilio do software
BioEstat® 5.0. A sobrevida também foi calculada de acordo com os genotipos dos
pacientes, para isso foi utilizado o método da Tabua de Vida Atuarial e
posteriormente o teste de logrank utilizando o software GrahPad Prism® (Vers&o
4.0).

O teste de Logrank é muito util na comparacao de duas curvas de sobrevida,
particularmente, quando a razdo das funcdes de risco dos grupos a serem
comparados € aproximadamente constante, ou seja, as populacdes tém as
propriedades de risco proporcionais. A estatistica deste teste é dada pela diferenca
entre 0 numero observado de falhas (6bitos, por exemplo) em cada grupo e uma
guantidade que, para muitos propdsitos, pode ser vista como 0 correspondente

namero esperado de falhas sob a hipétese nula (COLOSIMO, 2001).
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4. RESULTADOS

4.1. Descricao das variaveis socio-demograficas

Um total de 54 pacientes compds o grupo de casos. Trinta e oito pacientes
(70,4%) do sexo masculino e 16 (29,6%) do sexo feminino. Do grupo de casos, vinte
e cinco pacientes (46,3%) declararam possuir a cor de pele branca, sete (13%)
negra e 22 (40,7%) pardos. A idade dos pacientes com carcinoma escamoso de
base da lingua variou entre 38 a 83 anos, sendo a média de 60,5 anos.

Do total de pacientes com CEC de base de lingua, quarenta e cinco (83,3%)
declararam ser etilistas e cinqlenta (92,6%) tabagistas, sendo que 41 individuos
(75,9%) possuiam os dois habitos combinados. Quanto ao estadiamento, 13
pacientes (24,1%) apresentavam estadio clinico inicial (I e 1) e 41 (75,9%)
apresentavam estadio clinico avancado (lll e IV). Os dados socio-demograficos

encontram-se relacionados na Tabela V.
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Tabela V. Distribuicdo dos pacientes com CEC de Base da Lingua, segundo as

variaveis socio-demogréficas.

Variavel sécio -demogréfica

%

Idade

< 60 anos 25 46,3
> 60 anos 29 53,7
Sexo

Masculino 38 70,4
Feminino 16 29,6
Etnia

Branco 25 46,3
Pardo 22 40,7
Negro 7 13,0
Tabagismo

Sim 50 92,6
Nao 4 7.4

Etilismo

Sim 45 83,3
Nao 9 16,7
Estadio

-1 13 24,1
" -=1v 41 75,9
Total 54 100,0

4.2. Distribuicdo dos pacientes do grupo

variaveis sexo e idade

caso e controle, segundo as

As frequéncias de homens e mulheres para o grupo caso foi de 16/54 (29,6%)

do sexo feminino e de 38/54 (70,4%) para 0 sexo masculino. Os pacientes do grupo

controle apresentaram resultados semelhantes: 35/186 (18,8%) de mulheres e

151/186 (81,2%) de homens, ndo resultando em diferencas estatisticamente

significativas entre os dois grupos, quanto ao sexo. Diante disso, € possivel inferir

gue os dados quanto ao sexo encontram-se homogéneos (p = 0,12).

Por outro lado, os dados segundo a idade, apresentaram heterogeneidade

quanto a distribuicdo da faixa etaria nos dois grupos (caso e controle). Dos 54

pacientes do grupo caso, 25 (46,3%) possuem idade inferior aos 60 anos, sendo a

maioria restante, 29 (53,7%) com idade acima ou igual a 60 anos. Porém, dos 186
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pacientes do grupo controle, a maioria 124 (66,7%) declarou ter menos de 60 anos,
sendo apenas 62 (33,3%) com idade superior ou igual a 60 anos (p = 0,01). Os
dados referentes a distribuicdo das variaveis sexo e idade nos grupos caso e
controle estédo apresentados na Tabela VI.

Tabela VI. Distribuicdo dos dados s6cios demograficos, quanto a idade e sexo, dos
pacientes caso e controle.

P53 ﬁ"z‘;c; C‘;”(‘g/fj)'e X2 GL D
Sexo”
Masculing 100o8 | 88 | pm | 1| o012
Idade (anos)
60 e | ey | | 1| oo
Total 54 (100,0) 186 (100,0)

4.3. Analise das frequéncias alélicas e genotipicas do gene p53 dos
grupos caso e controle.

As frequéncias alélicas observadas para os pacientes do grupo caso foram
de 41/54 (75,9%) e 13/54 (24,1%), para os alelos p53~ e p53°, respectivamente. Nos
controles, a freqiiéncia observada para o alelo p53- foi de 138/186 (74,2%) e 48/186
(25,8%), para o alelo p53°. Os dados referentes a distribuicdo das freqiiéncias
alélicas dos grupos caso e controle sdo apresentados na Tabela VII. A partir dos
dados obtidos nédo foi observada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,79)

entre as frequéncias alélicas entre 0s grupos caso e controle.

Tabela VII. Distribuicdo das frequéncias alélicas do gene p53 entre as populacdes
caso e controle.

Caso Controle 9
p53 . % N % X GL p
p537 41 75.9 138 74.2
p53° 13 24.1 48 25.8 0.66 1 0.79
Total 54 100 186 100
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De acordo com a estimativa de Equilibrio de Hardy-Weinberg, observou-se
que as populacdes ndo se encontram em equilibrio para os alelos p53% e p53° (X? =
14,18; GL = 6; p= 0,02). A distribuicdo das frequéncias genotipicas observadas e
esperadas encontra-se na Tabela VIII.

De acordo com os dados obtidos, as frequiéncias genotipicas dos grupos
caso e controle para o gene p53 estdo em desequilibrio de Hardy-Weinberg. A
anélise individual e grupal pelo teste do X? apontou uma homogeneidade entre as
frequéncias genotipicas dos dois grupos (caso e controle) [p = 0,02], indicando que
0s mesmos foram obtidos de populacées em desequilibrio genético.

Tabela VIII. Distribuicdo das frequiéncias genotipicas entre as populacdes caso e
controle.

Gentipo Casos Controles ¥ GL 0
Observados | Esperados Observados Esperados
p53~R 35 31,0 115 102,3
p53~° 12 19,7 46 71,2 14,18 | 6 | 0,02
p53°° 7 3,3 25 12,5
Total 54 186

4.4. Anélise do Risco Relativo entre os gendtiposd 0 grupo caso

O teste de Odds Ratio foi utilizado na tentativa de atribuir a presenca dos
gendtipos p53°%° e p537° (gendtipo considerado de risco) com o risco do
desenvolvimento do cancer de base da lingua para o genétipo p53°" (genétipo néo
considerado de risco) [Tabela IV]. Os dados obtidos permitem inferir que ndo houve
nenhuma relacdo de risco no desenvolvimento da carcinogénese bucal entre os
genaotipos nos grupos caso e controle.

Tabela IX. Resultado do teste de Odds Ratio para a variante TP53 cédon 72.

- Casos Controles
0,

Genotipo GR GNR GR GNR OR IC 95% p
p53°%” 12 7 46 25 0,93 0,32 -2,66 0,89
p53°R 35 7 115 25 1,08 0,43 -2,72 0,95

(p537F+ p53°™") | 47 7 161 25 1,04 0,42 — 2,56 0,89

Legenda: GR = gendtipo considerado de risco; GNR = genétipo ndo considerado de risco.
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Adicionalmente, foram investigados o0s riscos relativos atribuidos aos
genatipos, analisando as variaveis: sexo, tabagismo e etilismo (Tabela X). De acordo
com o teste de Odds Ratio ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os genétipos considerados de risco (p53°F e p537F) e de ndo
risco (p537F), para as varidveis: sexo (masculino e feminino) e habitos de vida
(tabagista e etilista).

Por outro lado, a avaliacdo do risco relativo entre pacientes que possuem o
habito tabagista e etilista combinados, e 0s pacientes que apresentam apenas um
dos habitos, segundo o gendtipo de risco (p537F), apresentou diferenca
estatisticamente significativa. Pacientes que apresentam as duas copias do alelo
p53% (p = 0,001) apresentaram um risco de 21 vezes, quando comparado ao
genétipo p53°F, e de nove vezes com pacientes com apenas uma cépia do alelo (p =
0,01).

Tabela X. Resultado do teste de Odds Ratio para a variante TP53 cédon 72, em
homens, mulheres, tabagistas e etilistas.

Variavel Genotipos OR IC 95% p
p53~R x p53~F 2,06 0,52 - 8,16 0,49
Masculino p53~% x p53°*° 1,15 0,18 - 7,03 0,75
p53~° x p53~° 0,56 Nd 0,93
p53°R x p53~° 0,48 0,08 — 1,07 0,49
Feminino p53°R x p53°*° 0,86 0,14 - 5,26 0,75
p53~° x p53~° 1,78 Nd 0,93
p53°R x p53~F 0,96 Nd 0,56
Tabagistas p53°R x p53°*° 0,00 Nd 1,00
p53~° x p53°7F 0,00 Nd 0,77
p53°R x p53~F 1,20 0,20 -7,18 0,78
Etilistas p53~% x p53°*° 2,40 0,36 — 15,94 0,71
p53°° x p53°F 2,00 Nd 0,97
Tabagistas e p53°R x p53~F 9,00 2,44 — 33,10 0,001
Etiﬁstas p53~% x p53°*° 21,00 3,35 -131,52 0,0001
p53~° x p53°° 2,33 0,38 — 14,23 0,61

Nd= nao definido.
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4.5. Analise da associacdo entre as frequéncias ge notipicas e a idade
dos pacientes com CCO

A associacdo entre o genétipo e a idade do paciente nho momento do
diagnostico, relacionado ao risco do desenvolvimento do carcinoma de base de
lingua foi verificada, utilizando o Teste de Tendéncia. A distribuicdo das frequéncias
genotipicas em relacdo a idade em intervalos de tempo e os respectivos valores de
A e p podem ser observados na Tabela XI. De acordo com os dados obtidos, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os gendtipos de
TP53 e a idade dos pacientes no momento do diagnéstico.

Tabela XI. Distribuicdo das frequéncias genotipicas em relacdo a idade em
intervalos de tempo.

- Idade (anos) )
Gendotipos 0—20 21- 60 > 60 A X p
p53°R x p53°° i 166 176 0,25 | 0,02 | 0,88
RR PP 1 16 16

p53™" x p53 0 3 7 -0,67 | 0,26 0,60
RP PP 1 6 6 _

p53™" x p53 0 3 7 0,85 0,45 0,49

4.6. Andlise da sobrevida dos pacientes com CCO

Utilizando-se a Tabua de Vida Atuarial foi possivel calcular a sobrevida dos
pacientes, ao final de 60 meses, de acordo com 0s respectivos genaétipos. Para 0s
pacientes homozigotos p53™* (n=35), p53"" (n=7) e heterozigotos p53~° (n=12) as
sobrevidas foram de 31,4%, 42,3% e 25,0%, respectivamente (Tabela XIl). A
sobrevida global observada para os pacientes com CEC de base de lingua foi de

31,5%, em 5 anos.
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Tabela XIl. Distribuicdo das sobrevidas dos pacientes com cancer de base de lingua

de acordo com o genétipo.

Genotipos N°de pacientes Sobrevida (%)
P53RR 35 31,4
P53R~P 12 25,0
P53°F 7 423

As sobrevidas dos pacientes de acordo com o0s genétipos estdo

apresentadas na Figura 2. Ao aplicar o teste de Logrank entre os diferentes

gendtipos ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a

sobrevida relativa segundo o gendétipo (X2 = 1,01, p = 0,60) [B]; estadiamento (X2 =

0,37, p = 0,54) [C]; sexo (X2= 0,24, p = 0,61) [E] e idade (X2= 0,11, p =0,73) [F]. Por

outro lado, foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os pacientes

gue fumam e bebem, quando comparados aos pacientes que possuiam apenas um

dos habitos (X2 = 4,02, p = 0,04) [D].
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5. DISCUSSAO

O CCO é considerado um problema de saude publica. O CEC é o tipo
histolégico mais comum, correspondendo a 90% dos casos dos carcinomas que
ocorrem na CO. (HOGAN et al., 2005; ANTUNES et al., 2003). No presente estudo,
um total de 54 amostras de pacientes com CEC de CO foram analisadas quanto a
frequéncia alélicas e genotipicas do gene TP53. Trinta e oito pacientes (70,4%) sao
do sexo masculino e 16 (29,6%) do sexo feminino, com uma razdo de homens para
mulheres de 2,3:1, menor do que o observado por SARINI (2001) que foi de 7:1.

Estudos epidemiologicos tém demonstrado uma significante influéncia do
tabaco e do consumo de alcool no desenvolvimento do cancer oral. A exposicédo a
substancias carcinogénicas quimicas € um mecanismo importante no
desenvolvimento do CCO (DOBROSSY et al.,2005; GANDINI et al.,2008). Um
estudo realizado por DAY et al. (1993) aponta que o risco de desenvolvimento de
CEC da cavidade oral em fumantes de cigarro industrializado é 6,3 vezes maior do
gue em nao-fumantes. Os autores inferem ainda, que o efeito simultaneo do alcool e
do tabaco pode aumentar em até 100 vezes o risco de se desenvolver um cancer de
cavidade oral.

No presente estudo foi observado uma relacdo de risco positivo entre o

3RR 3RP

genaotipo p5 e p5 em pacientes que declaravam ser tabagistas e etilistas,

3PP

quando comparados ao genaotipo p5 no grupo de pacientes diagnosticados com

CCO. O risco calculado, para pacientes que apresentam as duas coépias do alelo

p537 (p= 0,001) foi de 21 vezes, quando comparado ao genétipo p53~"

, € de nove
vezes com pacientes com apenas uma copia do alelo (p= 0,01). O polimorfismo de
p53, tdo controversamente sugerido como fator de risco para diversas neoplasias,

neste estudo apresentou relagdo de risco elevado quanto ao estilo de vida dos
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pacientes com CCO. E importante salientar que no presente estudo, a informacéo
sobre os habitos de tabagismo e etilismo do grupo controle ndo estava disponivel,
ficando assim impossibilitada a analise neste grupo.

Quanto a etnia 46,3% dos pacientes com carcinoma escamoso de base de
lingua eram brancos, 13,0% negros e 40,7% pardos. Esses dados devem ser
avaliados com cuidado, pois foram obtidos retrospectivamente através do prontuario
médico e, portanto, foram escritos pelo meédico responsavel pelo primeiro
atendimento ou enfermeira que realizou a primeira entrevista na admissdo do
paciente ao hospital. Na literatura ha resultados discordantes, pois ocorreram relatos
do predominio da ragca negra, contrapondo-se com outro, onde a raca branca
predominou (JI et al, 2008). O Brasil € um pais de dificil determinacé@o genética racial
devido a grande miscigenacéo ocorrida na nossa populacdo o que pode explicar a
diferenca entre os dados obtidos.

A definicdo de um limite de idade para caracterizagdo da populacdo
idosa ainda é controversa na literatura. Optou-se pela aplicagéo do critério da OMS
que indica a idade de 60 anos como o inicio da velhice nos paises em
desenvolvimento apesar de varios autores utilizarem limites mais amplos (SARINI et
al, 2001).

Quanto a idade, os pacientes apresentaram uma frequéncia de
53,7% a partir da 62 década de vida. Este resultado assemelha-se aos achados da
literatura que mostra uma maior incidéncia nos pacientes portadores de carcinoma
escamoso de base de lingua numa faixa etaria em torno da 52 e 62 décadas de vida
(JI et al, 2008). A ocorréncia de cancer da cavidade oral em jovens € rara, no estudo
nao houve casos com idade abaixo de 35 anos e apenas um paciente com menos

de 40 anos.
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O carcinoma escamoso de base de lingua apresenta-se com mais
frequéncia em estadio avancado ao diagnostico, sendo que a maioria destes casos
apresenta um progndstico reservado (PERLMUTTER et al, 2002). No presente
estudo, 75,9% dos pacientes com CCO apresentavam lesGes avancadas (estadio Il
e 1V), corroborando com os dados da literatura.

Campanhas preventivas contra o tabagismo e o etilismo, auto-exames e o
incentivo a exames clinico-laboratoriais peridédicos a partir da quarta década de vida,
Sao necessarios para a prevencao e o diagnoéstico precoce do CEC de base de
lingua. Adicionalmente, uma investigacdo multidisciplinar envolvendo o odontélogo,
o fonoaudidlogo e o otorrinolaringologista pode ser utilizada como ferramenta na
prevencao e controle eficazes para o CCO.

Apesar das populacdes caso e controle ndo estarem em equilibrio de Hardy-
Weinberg, ambas tiveram o genétipo p53% como o mais prevalente. Estes dados
corroboram os relatos de INSERRA et al. (2003), que também encontraram uma
maior prevaléncia do alelo p53% e de seu genétipo homozigoto em diferentes grupos
étnicos da América como brancos ndo-espanicos, mexicanos, afro-americanos, asio-
americanos e americanos nativos.

Varios estudos sugerem que fatores inerentes ao proprio individuo, incluindo
os polimorfismos genéticos podem conferir diferencas individuais na ocorréncia do
CCO, tornando a investigacdo de polimorfismos em proteinas relacionadas ao
controle do ciclo celular muito importante (HARRIS & WARNAKULASURIYA, 2004;
PETITJEAN et al.,2007;YANG et al.,2008).

As tentativas de associacdo entre polimorfismos de TP53 e cancer se
acentuaram a partir do relato de THOMAS et al. (1999) que verificaram diferencas

bioquimicas e bioldgicas nas isoformas p537 e p53°. Apesar da intensidade e
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diversidade das propostas de estudo, as pesquisas realizadas tém demonstrado
resultados controversos.

SCHNEIDER-STOCK et al. (2004) nao encontraram diferencas
estatisticamente significativas (p= 0,83) nas frequéncias genotipicas dos pacientes
com carcinomas de célon retal e seu grupo controle saudavel, ndo podendo assim
associar o polimorfismo como um fator de risco para o desenvolvimento de tumores
gue acometem este sitio anatémico.

Por outro lado, um estudo feito com 141 pacientes com neoplasias do trato
urinario, FURIHATA et al. (2002) verificarm que o alelo p53° aparece
preferencialmente mutado nestes tumores do que o alelo p53” (p = 0,02). BUYRU et
al. (2003) mostraram que a homozigose do alelo p53® aumenta o risco para o
desenvolvimento do cancer de mama em trés vezes na populacédo turca. Porém, em
um trabalho sistematico de revisdo sobre o papel do polimorfismo no risco de cancer
de mama, DUNNING et al. (1999) sugerem que o alelo p53” (p = 0,03) esta mais
associado ao risco deste tumor do que o alelo p53%. Para os tumores de préstata,

SUZUKI et al. (2003) também verificaram que o genétipo p53~"

tem um papel
importante na suscetibilidade deste cancer na populacao japonesa (p = 0,04).
Adicionalmente, o estudo realizado por KOUSHIK et al. (2004) verificou que

0 gendtipo p53°R

promove um sutil aumento do risco de carcinomas de células
escamosas e adenocarcinomas. Varios autores demonstraram que a presenca de
p53~R esté relacionada a um risco aumentado no desenvolvimento de tumores, como
em canceres de mama (VIEIRA et al., 2008), pulmdo (BOLDRINI et al., 2008),
esbfago (HIYAMA et al., 2007) entre outros. Por outro lado, INSERRA et al. (2003)

em um estudo com 3.371 mulheres de diferentes etnias ndo encontraram nenhuma

associacdo entre o genétipo p53°% com o aumento do risco de cancer cervical
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relacionado ao HPV. No Brasil, esta associacdo também se mostrou negativa
conforme resultados de BRENNA et al. (2004).

No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes (p=0,79) entre as frequiéncias alélicas e genotipicas em pacientes com
CEC da base de lingua e pacientes controle.

Apesar da isoforma p537 possuir um melhor poder apoptético conforme
demonstrado por diversos estudos (BERGAMASCHI et al., 2003; THOMAS et al.,
1999) o que poderia garantir ao paciente um melhor progndstico da doenca, no
presente trabalho nenhuma conclusdo a respeito foi evidenciada. Isso € justificado
pelo fato de que as sobrevidas dos pacientes homozigotos p53°F (31,4%), p53~"
(42,3%) e p53°F (25%) foram relativamente préximas e sem nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os genotipos (p=0,60). Segundo Kowalski et al.
(2000), o fator que afeta a sobrevida dos pacientes com CEC de lingua € de fato o
estadiamento tumoral que compromete de maneira consideravel o tratamento da

doenca.
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6. CONCLUSAO

Através deste estudo podemos concluir:

- N&o foi observada associagéo entre a variante p53T e o desenvolvimento
da carcinogénese de CCO da Base de Lingua, segundo o sexo, idade e etnia;

- Pacientes tabagistas e etilistas que apresentam duas cépias do alelo p53%
apresentaram um risco de até 21 vezes para o desenvolvimento do CEC de base de
lingua, quando comparado ao genétipo p53°;

- O polimorfismo do cédon 72 do gene p53 ndo pode ser considerado o
anico fator preditivo no prognastico do cancer de base de lingua;

- Estudos futuros com maior casuistica, combinados com outras topografias
do CEC de cabeca e pescoco devem ser realizados na tentativa de elucidar o papel
da predisposicéo genética para o desenvolvimento do CEC da base de lingua;

- A presente tentativa de identificar associacao entre o polimorfismo genético
do cdédon 72 do p53 e o CEC de base da lingua apresentou resultados importantes
para a tomada de decisdes quanto ao estilo de vida e o diagndstico precoce da

doenca.
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