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RESUMO

O cancer de cavidade oral é considerado um problema de saude publica em todo o
mundo. Estimam-se para o biénio 2016/2017, no Brasil, 15.490 novos casos dessa
patologia que é resultado de interagdes entre fatores genéticos e fatores ambientais,
portanto, considerada como multifatorial. Genes relacionados com o processo de
detoxificagdo de carcindbgenos podem interferir no risco para o desenvolvimento de
cancer de cavidade oral. Este estudo objetiva avaliar a relagado entre o fator de risco
tabaco, os polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 e o risco para o cancer de cavidade oral.
No estudo, foram incluidos 100 casos de pacientes diagnosticados com cancer de
cavidade oral, nos anos de 2005 e 2006, no Hospital Araujo Jorge, Goiania/GO e 70
controles de individuos sem histéria de cancer. Apds extracdo de DNA do material
parafinado do grupo de casos e de sangue periférico para grupo controle, as amostras
foram avaliadas por técnica de PCR e separacao por eletroforese. A frequéncia de
polimorfismos nulos para o grupo de casos foi de 28,0% para GSTM1 e 49,0% para
GSTT1. No grupo controle, a frequéncia dos polimorfismos nulos foi de 31,5% para
GSTM1 e de 44,3% para GSTT1. Nao foi possivel estabelecer uma associagéao
significativa entre os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 e o aumento do risco
para o cancer de cavidade oral, bem como néao foi estabelecida nenhuma associagao
significativa dos polimorfismos com o habito tabagista. A sobrevida global dos
pacientes com cancer de cavidade oral incluidos neste estudo foi de 51,71%, porém, os
fatores progndsticos desta patologia ndo foram significativamente associados aos
polimorfismos de GSTT1 e GSTM1, correlacionando o cancer de cavidade oral mais a
fatores de risco do que a fatores genéticos. Novos estudos, que correlacionem outros
genes metabolizadores de xenobidticos, precisam ser realizados a fim de elucidar a
influéncia dos polimorfismos genéticos no aumento do risco para o cancer de cavidade
oral e demais canceres induzidos por agentes téxicos.

Palavras-Chave: Cancer; Cancer de Cavidade Oral; GSTM1 e GSTT1; Polimorfismos
Genéticos; Xenobidticos.
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ABSTRACT

The oral cancer is considered a public health problem worldwide. Are estimated for the
biennium 2016/2017, in Brazil, 15,490 new cases of this disease that is the result of
interactions between genetic and environmental factors, therefore, considered to be
multifactorial. Genes related to the carcinogen detoxification process can influence the
risk of developing cancer of the oral cavity. The objective of this study was to evaluate
the relationship between tobacco risk factor, polymorphisms of GSTM1 and GSTT1 and
the risk for oral cancer. The series consisted of 100 cases of patients diagnosed with
oral cavity cancer, in 2005 and 2006, in the Hospital Araujo Jorge, Goiania / GO and 70
control individuals without cancer. After DNA extraction from paraffin material from the
group of cases and peripheral blood for the control group, the samples were analyzed
by PCR and separated by electrophoresis. The frequency of null polymorphisms for the
case group was 28.0% for GSTM1 and 49.0% to GSTT1. Among the control group, the
frequency of null polymorphism was 31.5% for GSTM1 and 44.3% to GSTT1. The
results showed that the GSTM7 and GSTT17 null genotypes were not associated with
oral cancer in the population studied, as well as no significant association of
polymorphisms with smoking status has not been established. The overall survival of
patients with oral cavity cancer included in this study was 51,71%, however, the
prognosis of this disease were not significantly associated with the GSTT1 and GSTM1
polymorphisms. The oral cancer was more correlated whith risk factors than genetic
factors. Further studies correlating other xenobiotics metabolizing genes, must be
performed in order to elucidate the influence of genetic polymorphisms in increasing the
risk for cancer of the oral cavity and other cancers induced by toxic agents.

Keywords: Cancer; Oral cancer; GSTM1 and GSTT71; Genetics polymorphisms;
Xenobiotics.

vil



SUMARIO

DEDICATORIA ...ttt i
AGRADECIMENTOS ...ttt ettt ettt e e e e e e e eeeeeeeeeeeees Iv
RESUMO ... sssssnnnnnsnnnnnnnn vi
= IS N Vii
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ... X
LISTA DE FIGURAS ... ennnne Xi
LISTA DE TABELAS ... nsnnssnnnnnnnnnnes Xiii
1. INTRODUGAO ...t 15
2. REFERENCIAL TEORICO ..., 17
2.1. Epidemiologia do Cancer de Cavidade Oral.............cccccoeiiiiii, 17
2.2. Anatomia da Cavidade Oral ..............oiiiiiiiiiiiiice e 18
2.3. Histologia e Histdria Natural dos Carcinomas de Cavidade Oral .............. 19
2.4. Fatores Prognésticos do Carcinoma de Cavidade Oral ..............cccoeeeee. 20
2.5. Fatores de RISCO ....coeeiiiiiiie e e e 21
2.5.1. Tabaco € CarCiNOgENESE ........coooiiiiiiiiiiei e 23
2.5.2. Biotransformagao de XenobiOtiCOS ..........ccvvveiiiiiiiiiiieeiieeicce e, 26
2.6. Polimorfismos Genéticos GSTTT e GSTMT .....ouuuiiiiiiiiiieiciee e, 28
3. OBUETIVOS .. nnnn 34
3.1. ODJetivo PriMArio ... 34
3.2. ODbjetivoS SECUNAAIIOS. ... ... 34
Y @ 1@ ] I 11 35
4.1. Selecao dos Sujeitos da Pesquisa ...........coeuvuviiiiiiiiiiiiiiiicecc e 35
4.2. Amostras Biologicas para Extragdo de DNA ..., 35
4.3. ASpectos EiCOS da PESQUISA ..........coveveueeeeeeeeeeeeee et 36
4.4, Variaveis Dependentes .........coouiiiiiiiiiiiiii e 36
4.5. Variaveis INdependentes ...........vii i 36
4.6. Critérios de INCIUSA0......ccceeeiiieei e 36
4.7. ANAIISE MOIECUIAN ... . e 37

viil



4.7.1. Extragcdo do DNA GENOMICO ....uuuuiiiiieiiiieiiiicee e 37

4.7.2. Detecgao e Genotipagem dos Polimorfismos...........cccevvvvveiiiiiiiiiiiieennnee. 38
R T 11 (o) 0] == R 39
4.8.1. ANAlise dOS DadOS.......ccceiiiiiiiiiiiee e 40
5. RESULTADOS ... e 41
5.1. Variaveis Clinicopatolégicas e Sociodemograficas ...........ccccccvvvvveeeenenn. 41
5.2. Distribuicdo dos PolimorfiSmos ...........ouuuiiiiiiiiiiici e 44

5.2.1. Distribuicdo Genotipica em Individuos Tabagistas e Nao Tabagistas.... 44

5.2.2. Genodtipos Combinados de GSTM1 e GSTTT ..oovviiiiiiiiiiciieeeeee, 46
5.2.3. Associacbes dos Genodtipos de GSTT1 e GSTM1 aos Fatores
Progndsticos do Cancer de Cavidade Oral ..........oooovvvveiiiiiiiieiieeieeee e 46
5.2.4. Sobrevida Global e Sobrevida Associada aos Gendtipos GSTM1 e
€ 0 I I PRSPPI 50
B. DISCUSSAOD ... 53
7. CONCLUSAO.......oi ettt 57
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt e, 58
ANEXOS ...ttt aaaaaaas 63

X



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACCG - Associacao de Combate ao Cancer em Goias

CA - Cancer

CCE - Carcinoma de Células Escamosas

CCECP - Carcinomas de Células Escamosas de Cabeca e Pescocgo
DNA — Acido Desoxirribonucléico

GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

GST - Glutationa - S - transferase

GSTM*0 — Gendtipo nulo de GSTM1

GSTT1*0 — Gendtipo nulo de GSTT1

HAJ - Hospital Araujo Jorge

HPV - Papilomavirus Humano

IARC - do inglés: International Agency for Research on Cancer
INCA - Instituto Nacional de Céncer

pb — Pares de bases

PCR - do inglés: Polymerase Chain Reaction



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Anatomia da cavidade oral. Adaptada de pt.slideshare.net em
L4 T 72 O B T PR 18

Figura 2. Classificacdo das lesbes precursoras de cancer de cavidade oral.
Adaptada de INCA, 2014 ...ttt 19

Figura 3. LesGes precursoras e cancer invasor em cavidade oral. Adaptada de
INCA, 2002......oe ittt ettt ettt ettt ettt ettt e et e et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 20

Figura 4. Fragao atribuivel aos principais fatores de risco do cancer. Adaptada
de INCA | 2014 ..., 23

Figura 5. Interagdo de nitrosaminas com as bases nitrogenadas do material
genético. Adaptada de SZYFTER et al., 1999..........eeiiiiiiiiiiiiice e, 24

Figura 6. Processo do desenvolvimento da toxicidade apds exposicdo ao
composto quimico. Adaptado de KLAASSEN, 2012 ........cccooviiiiiiiiiieieeeeeeeee, 25

Figura 7. Processo de carcinogénese iniciado por agentes carcindgenos
genotoéxicos. Adaptado de CASARETT & DOULL’S, 2008 ...........cccevveeeeeeeennes 26

Figura 8. Fases da metabolizagdo de xenobidticos. Adaptado de Schemit,

Figura 10. Classes das GST humanas e suas principais enzimas. Adaptado de
Casarett & Doull’s, 2008.........ccooiiii e 30

Figura 11. Fluxograma de excluséao de pacientes que nao atenderam aos

critérios estabelecidos para o grupo de casos do estudo............ccccceeeeeeiiieeens 37

X1



Figura 12. Visualizagcdo dos amplicons para o Gene GSTM1, em gel de
Poliacrilamida 8%, corado com Nitrato de Prata. Ladder 50 para visualizacao
dos fragmentos amplificados, controle positivo e controle negativo para

confirmagéo da amplificagdo Na PCR ..o 40

Figura 13. Sobrevida global dos pacientes com carcinoma de cavidade oral

INCIUIAOS NO ESTUTO ... e 51

Figura 14. Sobrevida global dos pacientes com arcinoma de avidade Oral

incluidos no estudo e associagao aos gendtipos nulo e resente de GSTM1 ... 52

Figura 15. Sobrevida global dos pacientes com carcinoma de cavidade oral

incluidos no estudo e associagdo aos genaotipos nulo e presente de GSTT1.. 52

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais estudos tipo caso-controle que buscam associagao entre

genotipos nulos de GSTT1 e GSTM1 e cancer de cavidade oral .................... 32

Tabela 2. Mix para amplificagdo de fragmentos dos genes GSTT1 e

Tabela 3. Iniciadores e condigbes de amplificagdo para analise dos
polimorfismos Nos genes GSTTT € GSTMT ... 39

Tabela 4. Variaveis sociodemograficas dos pacientes com cancer de cavidade

oral iNCIUIAOS NO ESTUO. .. ..o e, 41

Tabela 5. Variaveis clinicopatolégicas dos pacientes com cancer de cavidade

Oral INCIUIAOS NO ESTUTO ...cneee e e 42

Tabela 6. Variaveis sociodemograficas dos individuos do grupo controle....... 43

Tabela 7. Frequéncia genotipica de GSTM17 e GSTT1 no grupo de casos de

pacientes com cancer de cavidade oral e no grupo controle ...........cc.c..c.ooe. 44

Tabela 8. Frequéncia dos genodtipos GSTM1 e GSTT1 distribuidos entre
individuos tabagistas e n&o tabagistas.............cccccuviiiiiiiiiiiis 45

Tabela 9. Frequéncia do habito tabagista entre os grupos de casos e

CONETOIES . . e e 45

Tabela 10. Gendtipos combinados de GSTT71 e GSTM1 em pacientes com

cancer de cavidade oral e individuos do grupo controle ................ccceeeeeeeee. 46

Tabela 11. Frequéncia dos gendtipos GSTT1 e GSTM1 nos pacientes com

comprometimento linfonodal e sem comprometimento linfonodal.................... 47

x1il



Tabela 12. Frequéncia dos polimorfismos associados ao grau tumoral dos

carcinomas de CavVIidade OFal.......c.oe e, 48

Tabela 13. Frequéncia dos polimorfismos associados ao tamanho do tumor

Nos carcinomas de Cavidade Oral .......c.ooooe e e, 49

Tabela 14. Relacdo dos polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 com Oobitos

registrados NO GrupPO A€ CASOS .....uuuiiieieeiiieiiiiiaae e e e e e e ettt e e e e e e eeeenn e e eeeeas 50

Xiv



1. INTRODUGAO

Considerado um problema de saude publica em todo o mundo, o cancer de
cavidade oral esta entre os tipos mais comuns de cancer. Para 2012, foram estimados
300.000 novos casos desta patologia em todo o mundo (Ferlay et al., 2012). No Brasil,
as estimativas para o ano de 2016, validas também para o ano de 2017, séo de
15.490 novos casos, dos quais, 72% atingem homens e 28% atingem mulheres (INCA,
2016). Os numeros que representam as taxas de mortalidade também s&o
expressivos. Na ultima estimativa mundial, foram previstas 145.300 mortes causadas
pelo cancer de cavidade oral em todo o mundo (Ferlay et al., 2012; IARC, 2015).

O tipo histolégico mais frequente do cancer de cavidade oral é o carcinoma de
células escamosas ou carcinoma epidermoide, correspondendo de 90 a 95% dos
casos (Barnes et al., 2005; Queiroz et al., 2009).

O cigarro e o alcool constituem os fatores de risco mais relevantes para o
desenvolvimento de carcinomas de cavidade oral (Carli et al., 2009; Lubin et al., 2011,
Boing et al., 2011; Szymanska et al., 2011; Galbiatti et al., 2013; Topocov et al., 2015)
e, ja é conhecido que a interacao entre esses dois principais fatores, tabaco e alcool, é
capaz de aumentar o risco de desenvolvimento desta patologia (Szymanska et al.,
2011). O tabaco possui substancias e elementos cancerigenos com efeitos
genotéxicos e, portanto, capazes de alterar a informagdo genética dos individuos
(Galbiatti et al. 2013; Lin et al., 2013). Essas substancias, conhecidas como
xenobidticos, sdo capazes de interagir com o material genético das células formando
adutos de DNA, que por sua vez, sao capazes de favorecer mutacdes celulares e
hiperplasia reativa na mucosa do trato aéreo superior (Szyfter et al.,1999; Leme et al.,

2010).
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A biotransformacdo de xenobidticos € necessaria e acontece diminuindo o
tempo de permanéncia do toxicante no sitio-alvo e aumentando a sua velocidade de
excregao, portanto € realizada por um numero limitado de enzimas com ampla
especificidade de substratos (Klaassen & Watkins, 2012). Dois genes polimoérficos, o
GSTT1 e o GSTM1, que codificam enzimas envolvidas na biotransformagao de
carcinégenos, parecem relevantes para o desenvolvimento do carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco, uma vez que atuam na detoxificagdo de metabdlitos da fumaca
do tabaco (Biselli et al., 2006; Rodriguez et al., 2012; Lin et al., 2013).

E fundamental que estudos que objetivam estabelecer as possiveis relagdes
entre os fatores de risco e os polimorfismos genéticos a eles associados sejam
desenvolvidos. Uma vez que as estimativas de taxas de novos casos de céancer e
cavidade oral vém demonstrando um crescimento significativo nos ultimos anos (INCA,
2012; INCA, 2014), esses estudos tornam-se importantes ferramentas para

aperfeigcoar os programas de prevengao e tratamento dessa patologia.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Epidemiologia do Cancer de Cavidade Oral

O cancer de cavidade oral esta entre os tipos mais comuns de cancer na
populagdo mundial. Para 2012, foram estimados 300.000 novos casos desta patologia
em todo o mundo. Desses, 168.900 foram estimados para a Asia, apontando este
continente como o mais incidente. Cerca de 15.900 casos foram estimados para a
Ameérica do Sul, 28.600 para a América do Norte e 61.400 para a Europa. Em todos os
continentes, mais de 60% dos casos acometem o sexo masculino (Ferlay et al., 2015).
Nos Estados Unidos, a estimativa, para 2015, foi de 30.260 novos casos de cancer de
cavidade oral (Siegel et al., 2015).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2016, validas também para o ano de
2017, sao de 15.490 novos casos, dos quais, 72% atingem homens e 28% atingem
mulheres (INCA, 2014). Na regido centro-oeste, sem considerar os tumores de pele
nao melanoma, o cancer de cavidade oral € o quinto tipo mais frequente em homens e
o 12° mais frequente em mulheres, com expectativa para 2016/2017 de 680 e 210
novos casos, respectivamente (INCA, 2014).

A faixa etaria predominante do carcinoma de cavidade oral esta entre 50 e 60
anos. Estudos confirmam a 5% e a 6% décadas com maior incidéncia deste tipo de
carcinoma (Barnes et al., 2005; Ferlay et al., 2012; Oliveira et al., 2013).

Os numeros que representam as taxas de mortalidade também sao
expressivos. Na ultima estimativa mundial, foram previstas 145.300 mortes causadas

pelo cancer de cavidade oral em todo o mundo (Ferlay et al., 2015; IARC, 2007).
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2.2. Anatomia da Cavidade Oral

Considerado um problema de saude publica em todo o mundo, os tumores de
cavidade oral afetam principalmente gengivas, mucosa jugal, palato duro, lingua,
assoalho da boca, base da lingua e palato mole (Barnes et al., 2005; INCA, 2012).
Revestida pelo epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado, a cavidade oral
possui as seguintes delimitagcdes: parte anterior pelos labios, lateralmente pela
mucosa jugal (bochechas), palato duro e mole superiormente, lingua e arcada dentaria
inferiormente e, posteriormente, pelo istmo da garganta (Figura 1) (INCA, 2014;

Barnes et al., 2005).

Labio superior

Frénulo Iabial superior

Alveolos e
palato durc

Palato mole
Uvula
Garganta

Arco palateo-glosso
Arco palato-faringico
Tonsilas palatinas
Lingua
Orificios dos dutos salivares
Sublingual
Submandibular

Frénulo lingual

Dentes

Gengiva
Frénulo labial inferior

Labio
inferior

Figura 1. Anatomia da cavidade oral. Adaptada de pt.slideshare.net em 17/11/2015.

Estudos evidenciam que lingua e assoalho bucal sao localizagdes preferenciais
de ocorréncia do cancer bucal, apresentando-se assim como sitios mais acometidos

(Carli et al., 2009; Ferlay et al., 2012; Oliveira et al., 2013).



19

2.3. Histologia e Historia Natural dos Carcinomas de Cavidade Oral

O tipo histologico mais frequente do cancer de cavidade oral é o carcinoma de
células escamosas (CCE) ou carcinoma epidermoide, correspondendo de 90 a 95%
dos casos (Barnes et al., 2005; Queiroz et al., 2009).

Histologicamente, o cancer oral tem inicio na camada epitelial superficial com o
aparecimento de células epiteliais malignas que possuem comportamento invasivo em
diregao ao tecido conjuntivo subjacente (Venturi et al., 2004; Queiroz et al., 2009).

Clinicamente, o CCE pode assumir aspectos diferentes em seus estagios
iniciais, apresentando-se como lesdes precursoras (Venturi et al., 2004; Queiroz et al.,
2009). As leucoplasias e eritroplasias sdo as principais lesées pré-malignas e quando
detectadas precocemente por rastreamento clinico (Figura 2 e Figura 3), ou seja,
exame visual da cavidade oral podem ser tratadas e prevenir substancialmente o

numero de neoplasias invasoras (Steele, 2011; Nemoto et al., 2015).

Observacao Clinica Interpretacao Histologica
Coloragao rosea e uniforme Mucosa normal
Hiperemia localizada da Displasia leve
mucosa, leucoplasia
Remogdo de
o agentes
entes
Hiperemia difusa da mucosa, ’ agreisaes
leucoplasia agressores A Displasia moderada
rote¢ao
Persistentes h
aliplas vasculares, leucoplasia,
erfiroplasia, leucoplasia mosqueada,
arfiroplasia nodkdar, ulcora rasa
Membrana Basal
Lesao wicerada unica com bordas Carcinoma invasor

pique e fundo granuloso

Figura 2. Classificacdo das lesdes precursoras de cancer de cavidade oral.
Adaptada de INCA, 2014.
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Eritroplasia
(Displasia severa)

Ca Invasor

Leucoplasia plana
(Displasia leve) ©

Leucoplasia mosqueada
(Displasia severa)

Leuco-eritroplasia nodular
(Displasia severa)

Figura 3. Lesdes precursoras e cancer invasor em cavidade oral. Adaptada de INCA,
2002.

2.4. Fatores Prognosticos do Carcinoma de Cavidade Oral

Os fatores progndsticos do cancer de cavidade oral podem estar associados ao
paciente ou diretamente relacionados com o tumor. Tabagismo, etilismo e idade sao
apresentados como fatores progndsticos relacionados ao paciente. Comprometimento
linfonodal, metastase a distancia, sitio anatdmico e tamanho da les&o tumoral sédo
fatores associados especificamente ao tumor (Almeida et al., 2011).

Estudos tém apresentado a borda lateral da lingua seguida de assoalho bucal
como os sitios mais acometidos pelo CCE de cavidade oral e que tumores localizados
nesses sitios especificos podem disseminar mais facilmente, ocasionando metastases
devido a vascularizagdo sanguinea e linfatica dessas regides (Carli et al., 2009;
Almeida et al., 2011). Em uma revisao de literatura realizada por Almeida et al. (2011),
o local primario do cancer de cavidade oral é bem estabelecido como um fator

progndstico desta neoplasia.



21

Os tumores de lingua e assoalho bucal requerem tratamento mais agressivo
devido a presenga de vasos mais calibrosos nessa regido e consequentemente maior
chance de disseminagao por metastase a distancia. Em contrapartida, os tumores de
mucosa jugal parecem ter comportamento biolégico menos agressivo e, portanto,
apresentam um melhor progndstico (Almeida et al., 2011).

O desenvolvimento do carcinoma de cavidade oral € resultado de interagdes
entre fatores genéticos e fatores ambientais, portanto, € considerado multifatorial

(Galbiatti et al., 2013).

2.5. Fatores de Risco

O cigarro e o alcool constituem os fatores de risco mais relevantes para o
desenvolvimento de carcinomas de cavidade oral (Carli et al., 2009; Lubin et al., 2011,
Boing et al., 2011; Szymanska et al., 2011; Galbiatti et al., 2013; Topocov et al., 2015).
Além do mais, ja € conhecido que a interagcdo entre esses dois principais fatores,
tabaco e alcool, € capaz de aumentar o risco de desenvolvimento desta patologia
(Szymanska et al., 2011). Algumas concentragcdes de alcool sdo capazes de aumentar
a permeabilidade da mucosa bucal, potencializando a agc&o de carcindgenos do tabaco
(Carrard et al., 2008). O risco para o cancer de cabega e pescogo esta diretamente
associado com o aumento da duragdo e frequéncia da exposi¢ao ao cigarro, em
contrapartida, a frequéncia de ingestao de alcool esta mais associada a este tipo de
cancer do que o tempo de exposigao a esse fator (Topocov et al., 2015).

Apesar da confirmagao do tabaco e do alcool como fatores mais comuns no
desencadeamento do processo de carcinogénese oral, outros fatores tém sido
relatados para o aumento do risco para o cancer de cavidade oral, principalmente em

individuos nao tabagistas e nao etilistas. Dentre esses fatores, os mais conhecidos
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sdo, a ma higiene bucal, o uso de proteses dentarias mal ajustadas e o Papilomavirus
humano (HPV) (Ferreira et al., 2012; INCA, 2014).

Identificado como o agente sexualmente transmissivel mais frequente entre
homens e mulheres, o HPV esta associado as lesdes proliferativas na pele e
membranas mucosas, bem como ao cancer (Canepa et al., 2013). Em 2009, a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (/International Agency for Reseach on
Cancer, 1ARC) revisou o papel carcinogénico do HPV em patologias humanas e
confirmou sua forte associacdo com a carcinogénese cervical, de pénis, canal anal,
cavidade oral, laringe e esbéfago (IARC, 2007; Canepa et al., 2013). O HPV destaca-se
também como importante fator de risco associado aos carcinomas dessa regido
anatdbmica, pois se associa frequentemente com neoplasias benignas e malignas de
cavidade oral, sendo que, dentre as malignas, o0 mais comum €é o0 carcinoma
espinocelular (Esquenazi et al., 2010).

O surgimento do cancer de cavidade oral em adultos jovens, ou seja, com até
45 anos de idade, esta mais associado a histéria familiar do que a fatores ambientais
propriamente ditos (Almeida et al., 2011; Topocov et al., 2015). Diferentemente das
estatisticas realizadas com populagdes mais velhas, acima de 45 anos, que apontam
uma incidéncia maior para o sexo masculino do que para o feminino (Ferlay et al.,
2015), os estudos realizados com adultos jovens, apontam uma taxa maior para
mulheres em relagdo aos homens (Topocov et al., 2015).

Em sua estimativa mais recente, o INCA relacionou os principais fatores de
risco associados ao cancer. Nesta estimativa, o tabaco corresponde 30% e a
alimentacao corresponde 35% dos fatores de risco independentemente do tipo de
cancer, mostrando que os habitos de vida tem grande influéncia no aumento do risco

para o desenvolvimento de carcinogénese (Figura 4) (INCA, 2014).
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Alimentacao
35%

Comportamento sexual

Tabaco e reprodutivo
30% 7%

Infecgao

Outras causas 10%

7%
Radiacao Exposi¢ao ocupacional
1% 4%
Alcool Exposicao
39, excessiva ao sol
3%

Figura 4. Fracao atribuivel aos principais fatores de risco do cancer. Adaptada de
INCA , 2014.

2.5.1. Tabaco e Carcinogénese

O tabaco possui substadncias e carcindgenos com efeitos genotdxicos e,
portanto, capazes de alterar a informacédo genética dos individuos (Galbiatti et al.,
2013; Lin et al., 2013).

Cerca de 4.000 substancias quimicas sdo encontradas no cigarro, como
solventes organicos, acidos, metais pesados e até mesmo materiais radioativos como
Polénio 210 e Uranio 235 e 238. Além desses, o0 cigarro ainda possui compostos
inorganicos, aldeidos volateis, etil carbonato e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(Szyfter et al.,1999; Bhisey et al., 2012; Galbiatti et al., 2013).

O tabagismo é reconhecido como doencga crbnica devido a dependéncia da
nicotina. O usuario de produtos de tabaco é exposto a centenas de substancias
toxicas, dentre elas as N-nitrosaminas e aminas aromaticas que s&do capazes de

interagir com o material genético das células formando adutos de DNA (Figura 5), que
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por sua vez, sao capazes de favorecer mutacdes celulares e hiperplasia reativa na

mucosa do trato aéreo superior (Szyfter et al.,1999; Leme et al., 2010).

AGENTES ALQUILANTES
(N-NITROSAMINAS)

|

HNT 5N
A g% C—— AMINAS
HNTSY N AROMATICAS
Ve \
HIDROCARBONETOS DNA
AROMATICOS
POLICICLICOS

Figura 5. Interagdo de nitrosaminas com as bases nitrogenadas do material
genético. Adaptada de SZYFTER et al., 1999.

Das N-Nitrosaminas, as mais encontradas no cigarro sdao as NNK2-4-
(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1butanona, as NAT (N-Nitrosoanabastina) e as NNN (N-
Nitrosonornicotina). Essas substancias tém sido apresentadas pelo IARC como
carcinégenos humanos potenciais (IARC 2007; Bhisey, 2012).

Essas substancias quimicas com capacidade toxica sdo conhecidas como
xenobidticos. O processo de toxicidade (Figura 6) envolve a liberagdo do toxicante
para o alvo, a interagcdo com as moléculas-alvo ou alteragédo do ambiente, que por sua
vez iniciarao disturbios na funcao e/ou estrutura celular. As células entdo iniciam os
mecanismos de reparo. Quando as alteragdes induzidas pelo xenobidtico (toxicante)
excedem a capacidade reparadora ou quando o reparo nao funciona, a toxicidade

ocorre (Klaassen & Watkins, 2012).
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Entrega
¥
ALTERACAD NO
AMBIENTE
BIOLOGICO
b
DISFUNCAD
CELULAR, LESAD 2
REPARO
INAPROPRIADO E —
ADAPTACAO

Figura 6. Processo do desenvolvimento da toxicidade apds
exposicdo ao composto quimico. Adaptado de KLAASSEN,
2012.

As alteragbes necessarias para o surgimento de um tumor geralmente
constituem em divisdes celulares e acumulos de danos como perdas, ganhos ou
rearranjos geneéticos, ou ainda, alteragbes pontuais na sequéncia do DNA. Essas
alterac¢des envolvem diversos genes relacionados com o crescimento e a proliferagéo
celular. Esses genes sdo na maioria das vezes proto-oncogenes e 0s genes
supressores de tumor. Quando o processo oncogénico se instala, ha uma expresséo

aumentada dos proto-oncogenes e a inativagdo dos genes supressores de tumor
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(Wansch Filho & Gattas, 2001). A Figura 7 mostra como pode acontecer 0 mecanismo

de carcinogénese iniciado por agentes carcindbgenos genotoxicos.

[ CARCINGGENO GENOTOXICO |

4
v
DANO NO DNA

REPARACAD
‘_—

v

Y
REPARACED REPLICACAO DO DNA

‘—

v

Yoo
MUTACAO
SILENCIAMENTO
t—

v

v T
ATIVA(;;\O DE INATIVACAO DE GENES
PROTOONCOGENES SUPRESSORES DETUMOR

J
¢
| TRANSFORMACAO NEOPLASICA)

!

TUMOR

Figura 7. Processo de carcinogénese iniciado por agentes carcinégenos
genotoxicos. Adaptado de CASARETT & DOULL’S, 2008.

2.5.2. Biotransformagao de Xenobiéticos

Ao contrario do processo de toxicidade, existe o processo de detoxificacéo,
compreendido pelas biotransformacdes que eliminam o toxicante ou previnem sua
formagdo. A biotransformacéo de xenobidticos acontece diminuindo o tempo de

permanéncia do toxicante no sitio alvo e aumentando a sua velocidade de excregao,
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portanto é realizada por um numero limitado de enzimas com ampla especificidade de
substratos (Klaassen & Watkins, 2012).

O metabolismo ou biotransformag¢do de xenobidticos (Figura 8) acontece em
quatro categorias de reacdes: hidrolise, redugdo, oxidagdo e conjugacdo. Essas
categorias podem também ser classificadas em Fase | (hidrolise, reducéo e oxidagao)
e Fase Il (conjugacdo). Nas trés primeiras reagdes, ou fase |, os xenobidticos s&o
preparados para a conjugacao, ou fase Il, sofrendo principalmente hidroxilagdo, o que
torna as moléculas mais hidrossoluveis. Na conjugacéo, acontece a detoxificagdo dos

xenobidticos para que sejam eliminados pelo organismo (Casarett & Doull’s, 2008).

FASE | FASE Il Metabdnto
Metabdlito conjugado
Oxidacdo
enobidtico >
" o . Reducdo - - - Conjugagdo —_
Hidrolise
excrecao

Figura 8. Fases da metabolizagdo de xenobidticos. Adaptado de Schemit, 2014.

Dois genes polimérficos, o GSTT1 e o GSTM1, que codificam enzimas
envolvidas na biotransformagcdo de carcinégenos, parecem relevantes para o
desenvolvimento do carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, uma vez que
atuam na detoxificacdo de metabdlitos da fumaca do tabaco. Apesar de escassos,

alguns estudos tém mostrado que os polimorfismos do gene CYP1A1 também estao
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associados aos metabdlitos do tabaco e aos carcinomas de cavidade oral e orofaringe

(Biselli et al., 2006; Rodriguez et al, 2012; Lin et al, 2013).

2.6. Polimorfismos Genéticos GSTT1 e GSTM1

Algumas substancias quimicas do cigarro como as nitrosaminas, precisam ser
metabolizadas para exercerem sua fungéo deletéria, ou seja, somente apds a ativagéao
metabdlica, essa substancia tera a capacidade de causar danos ao DNA (Bandeira et
al, 2014).

A biotransformacao de xenobidticos presentes, por exemplo, no tabaco ou no
alcool envolve reagdes bioquimicas com a participagao de varias enzimas (Figura 9). A
producdo dessas enzimas € determinada geneticamente durante os processos de
traducgao e transcricao (Bandeira et al, 2014).

SH

-

\vi;\\l/_/\//'l\\_'| \r,\u\/,('()()n " Xenobiéticos (X)
COOH O
Glutationa
GST
S-X

O
1l

NHy __—~ I~~~ _NH.__-COOH

NH
COOH O

Glutationa-S-Conjugada

Figura 9. Conjugacéo de GSH com um Xenobiotico. Adaptado de Schemit, 2014

Dentre as familias de enzimas envolvidas no mecanismo de biotransformacéao
de xenobiodticos, as Glutationas-S-Transferase (GST) se destacam com um importante
papel no processo de detoxificagdo. Elas atuam na segunda fase do mecanismo,

promovendo a metabolizacdo de substancias como os hidrocarbonetos aromaticos
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policiclicos encontrados no cigarro, e atuam protegendo as células de efeitos
oxidativos deletérios (Gattas et al., 2006; Leme et al., 2010). Alteracbes na via
metabdlica responsavel pela produgcdo de enzimas de biotransformacdo de
xenobidticos podem gerar alteragdes quanto a sua biodisponibilidade e excrecéo
(Klaassen & Watkins, 2012; Bandeira et al, 2014). O gene GSTM1 esta localizado na
posicao 1p13.3 (ID: 2944) e o gene GSTT1 na posigao 22g11.2 (ID: 2952) (Sa et al.,
2014), quando em delegao homozigética o gendtipo nulo de GSTM1 e GSTT1 resulta
em diferencas fisiologicas e até na auséncia da atividade dessa enzima, podendo
favorecer a suscetibilidade ao cancer (Leme et al., 2010). A familia das GST é formada
por varias classes de enzimas (Figura 10), denominadas: alpha (A) no cromossomo 6,
Mu (M) no cromossomo 1, kappa (K) de localizagdo desconhecida, theta (T) no
cromossomo 22, pi (P) no cromossomo 11, sigma (S) no cromossomo 4, d&mega (O) no
cromossomo 10 e zeta (Z) no cromossomo 14 (Casarett & Doull's, 2008; Halolu et al.,

2013).
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FAMILIA CLASSE GENE ENZIMA
Citosdlica Alpha GSTA1 GSTA1-1
GSTA2 GSTA2-2
GSTA3 GSTA3-3
GSTA4 GSTA4-4
GSTAS GSTA5-5
Mu GSTM1 GSTM1-1
GSTM2 GSTM2-2
GSTM3 GSTM3-3
GSTM4 GSTM4-4
GSTM5 GSTM5-5
Pi GSTP1 GSTP1-1
Sigma PGDS GSTS-1
Theta GSTT1 GSTT1-1
GSTT2 GSTT2-2
Zeta GSTZ1 GSTZ1-1
Omega GSTO1 GSTO1-1
GSTO2 GSTO2-2
Mitocondrial Kappa GSTK1 GSTK1-1
Microssomal (MAPEGS) gpl MGST2 MGST2
ALOX5AP Flap
LTC4S LTC.S
gpll MGST3 MGST3

Figura 10. Classes das GST humanas e suas principais enzimas. Adaptado de Casarett &

Doull’s, 2008.

A presenga ou a auséncia de alguns desses genes relaciona-se as variagdes na

capacidade de conjugagdo de substancias glutationa-dependentes,

diretamente na metabolizacdo de varios carcinégenos e,

interferindo

consequentemente,

aumentando o risco para diversos tipos de cancer. Os genes que codificam essas

enzimas se expressam de maneira bastante heterogénica na populagdo mundial e

apresentam muitas variagdes de atividade em diferentes individuos (Leme et al., 2010).
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O alelo GSTM1 nulo é resultado de uma delegao homozigética (-/-) que leva a
auséncia do gene, portanto acarreta a auséncia também da atividade enzimatica
(Charrier et al., 1999; Yan et al., 2006).

A enzima GSTM1 é codificada pelo gene GSTM1 e oferece protecdo contra
danos no DNA e é sintetizada em tecidos como figado, rins, pulmao, intestino e bago
(Casarett & Doull’s, 1998; Yan et al., 2006).

Da mesma forma que GSTM1 nulo, o GSTT1 nulo (-/-) também é consequéncia
de uma perda de um fragmento contendo o gene GSTT1 resultando a auséncia da
atividade enzimatica (Guo et al., 2008).

Diferentes estudos buscam estabelecer a associacado entre os gendtipos nulos
de GSTM1 e GSTT1 e o risco para o cancer de cavidade oral. Estes estudos sao,
muitas vezes, divergentes e contraditorios. Alguns autores afirmaram associagcdo dos
dois gendtipos nulos, GSTM1 e GSTT1 com o aumento do risco para o cancer (Ruwali
et al., 2011; Anantharaman et al., 2011; Singh et al., 2014). Dois estudos, concluiram a
existéncia dessa relacdo apenas com o gendtipo nulo de GSTM1 e destacou o
genotipo nulo de GSTT1 como fator de protegédo para o desenvolvimento de cancer de
cavidade oral (Sharma et al., 2006; Anantharaman et al., 2007). Gattas et al. (2006)
estabeleceu a relagao apenas entre o GSTM17 e o aumento do cancer. Outros autores,
por meio de seus estudos, ndo estabeleceram nenhuma relagéo entre os gendtipos
nulos GSTT1 e GSTM1 e aumento do risco para cancer de cavidade oral (Sugimura et
al., 2006; Sharma et al., 2006; Biseli et al., 2006; Buch et al., 2008; Yadav et al., 2010).
Alguns dos principais estudos que buscam essa associacédo estao sistematicamente

listados na Tabela 1.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Primario

Avaliar as possiveis associa¢gdes entre os polimorfismos dos genes GSTT1 e

GSTM1 e o aumento do risco para o cancer de cavidade oral.

3.2. Objetivos Secundarios

Investigar a frequéncia dos polimorfismos genéticos de GSTT1 e GSTM1 em
pacientes com cancer de cavidade oral, tabagistas e ndo tabagistas e em controles
saudaveis;

Avaliar as possiveis associagdes entre os polimorfismos de GSTT1 e GSTM1 e
os fatores de risco para o cancer de cavidade oral, especialmente com relagdo ao
tabagismo;

Investigar as possiveis associagdes entre os polimorfismos genéticos e o

progndstico dos tumores de cavidade oral.



4. METODOLOGIA

4.1. Selegcao dos Sujeitos da Pesquisa

O presente estudo foi realizado utilizando amostras tumorais de pacientes do
Hospital Araujo Jorge, Goiéania/GO. O grupo de casos foi constituido por 100 pacientes
diagnosticados com cancer de cavidade oral entre os anos de 2005 e 2006. Tais
pacientes foram selecionados a partir dos prontuarios clinicos, de onde também foram
retiradas as informagdes clinicopatolégicas a eles associadas (Anexo |). O grupo
controle consiste de 70 indiduos saudaveis, maiores de 18 anos, sem historia familiar
de cancer de cavidade oral, selecionados dentre os pacientes do Laboratério Clinico
da PUC Goias apo6s aplicagdo do questionario socioeconémico (Anexo Il) e assinatura

do termo de conhecimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo llI).

4.2. Amostras Bioldgicas para Extragcao de DNA

O material biolégico dos casos selecionados foi proveniente de amostras
tumorais fixadas e incluidas em parafina, obtidas por meio do arquivo de blocos do
setor de Anatomia Patologia do Hospital Araujo Jorge. Foram disponibilizados cortes
de cerca de 25um de espessura para retirada de tecido tumoral parafinado. Os cortes
foram transferidos para microtubos devidamente identificados, tomando todas as
providéncias para evitar contaminacdo com DNA de outros blocos.

O material bioldgico do grupo controle foi constituido por aliquotas de sangue
coletado pela propria equipe do Laboratério Clinico da PUC Goias durante exames de
rotina neste laboratdrio. As aliquotas de sangue foram colocadas em tubos
devidamente identificados contendo EDTA, refrigeradas e encaminhadas ao

Laboratorio de Diversidade Genética da PUC Goias. Tanto das amostras tumorais
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quanto das amostras sanguineas foi extraido DNA seguindo protocolo de extragéo

mais adequado para cada tipo de material.
4.3. Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente estudo foi realizado apds aprovagao do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Associacdao de Combate ao Cancer em Goias — CEP/AACG sob o

numero CAAE 45582615.5.0000.0031 (Anexo V).
4.4. Variaveis Dependentes

Diagndstico clinico e histologico comprovado de cancer de cavidade oral.
4.5. Variaveis Independentes

Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes, evolugao clinica da
doenga, polimorfismos em GSTT e GSTM, tabagismo e aspectos sociais e

demograficos dos pacientes.
4.6. Critérios de Inclusao

No grupo de casos foram incluidos pacientes com diagnostico de cancer de
cavidade oral, comprovado histopatologicamente, que apresentaram dados
clinicopatolégicos nos respectivos prontuarios, blocos de parafina disponiveis no
Servico de Anatomia Patologica do Hospital Araujo Jorge que fossem suficientes para
analise molecular. Os pacientes que nao atenderam esses critérios foram excluidos do
estudo (Figura 11). Os individuos incluidos no grupo controle ndo apresentaram

historico de cancer de cavidade oral.
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CasosInicialmente selecionados no SAF/HAJ [183)

Excluidos por serem casosde c3ncer em outros sitios
anatomicosdiferentezdecavidade oral (12)

‘—_. Exclus3o por falts de dados nos prontuarios {48)

Exclusdo por falts de confirmag3c histopstologics (2}

| Excluidos per falt= de blocos disponiveis antes de
tratamente radicterapico (7]

Excluidos por falta de material suficiente pars
extrag3e de DNA zendémico de qualidade (13)

.X,

Total de caso0s incluidos no estudo (100)

Figura 11. Fluxograma de exclusdo de pacientes que ndo atenderam
aos critérios estabelecidos para o grupo de casos do estudo.

4.7. Analise Molecular

4.7.1. Extragcao do DNA Gendémico

Os individuos do grupo controle, que concordaram em participar da pesquisa e
assinaram o TCLE, tiveram suas amostras de sangue periférico coletadas durante
realizacdo de exames previstos no Laboratério Clinico da PUC Goias. As amostras
foram transferidas para o Laboratério de Diversidade Genética da PUC Goias, onde

foram realizadas as extragdes de DNA. As extragbes de DNA das amostras de sangue
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periférico foram realizadas por meio do método Salting Out (Sambrooks, 1989) (Anexo
V)

Para a extracdo de DNA das amostras tumorais foram utilizados cortes de
blocos histologicos parafinados. Esses foram primeiramente desparafinizados e
reidratados. Para a extragcdo de DNA de qualidade do material parafinado, foi utilizado

o kit WIZARD (Promega), seguindo orientagdes do fabricante.

4.7.2. Detecgao e Genotipagem dos Polimorfismos

Apos a extragdo do DNA das amostras, os polimorfismos genéticos nulos de
GSTT1 e GSTM1 foram determinados por amplificagcdo do DNA gendémico, por meio
de reagao em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers de sequéncia especifica
(PCR-SSP), conforme procedimento descrito por Haholu et al. (2013). O mix para as

reacdes de PCR esta especficado na Tabela 2.

Tabela 2. Mix para amplificacado de fragmentos dos genes GSTT71 e GSTM1.

Reagente [ ]inicial [ ]final Volume para uma reagao
Tampao 10x [10x] [ 1x] 2,5ul
MgCl, 50 mM 2 Mm 1,0 ul
dNTP 2mM 0,2 mM 2,5ul
P’ 2,5uM 0,05 uM 0,5 ul
P? 2,5uM 0,05 uM 0,5 ul
DNA 100 ng/ul 2 ng/ul 2,0 ul
Taq. Pol. 5 Ulul 0,2 Ulul 0,5 ul
H.O milli-Q 25ul 15,5 ul

Total = = ;;eemeeee s 25,0ul




39

Os iniciadores para GSTM1 amplificam um fragmento de 75 pb e os iniciadores
para GSTT1 amplificam um fragmento de 70 pb (Tabela 3). A ausencia da
amplificagdo desses fragmentos indicou os gendtipos nulos de GSTT7 e GSTM1. Os
fragmentos foram amplificados em termociclador seguindo protocolo de ciclagem

(Tabela 3).

Tabela 3. Iniciadores e condigdes de amplificacdo para analise dos polimorfismos nos genes
GSTT1e GSTM1.

Gene e Tamanho Iniciadores Condicoes da
do fragmento TG
GSTM1 (75pb) 5ATGGTTTGCAGGAAACAAGG3 95°C - 15min; 40

ciclos (94°C-30s;
57°C-30s; 72°C-30s)

5’CCTCCATAACACGTGAAGCAZ’

GSTT1 (70pb) 5TTCCTGGGTGAGCCAGTATC3 95°C - 15min; 40
ciclos (94°C-30s;
57°C-30s; 72°C-30s)

S’ACTGCAGGGTCACATCCAAZ’

Nas amostras negativas para ambos os genes (GSTM71 e GSTT17), um
fragmento do gene humano GAPDH (Glicerialdeido-3 P-desidrogenase) com cerca de

100 pares de bases foi amplificado a fim de certificar a qualidade do DNA extraido.

4.8. Eletroforese

Apos amplificacdo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em cuba
contendo tampao TBE 10x. Para a visualizagéo foi utilizado gel de acrilamida a 8%. O

gel foi fixado e posteriormente corado com solugdo de AgNO3 para visualizgdo dos
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amplicons. A presencga do gene GSTM1 e GSTT1 foi confirmada pela amplificagcao de

fragmentos de 75 pb e 70 bp, respectivamente (Figura 12).

o
a
o
)
S
)
©
©
-

Amostras positivas para GSTM1

)

Controle +
controle -

—_—
st

Fragmento
amplificado com
75pb

Figura 12. Visualizagdo dos amplicons para o Gene GSTM1, em gel de Poliacrilamida
8%, corado com Nitrato de Prata. Ladder 50 para visualizagdo dos fragmentos
amplificados, controle positivo e controle negativo para confirmagdo da amplificagao na
PCR.

4.8.1. Analise dos Dados

Os dados obtidos dos prontuarios dos pacientes com cancer de cavidade oral e
dos controles foram tabulados em planilhas do Excel® e por meio de contagem direta e
estatistica descritiva foram obtidas as informagbes clinicopatolégicas e
sociodemograficas. Tais informagdes foram organizadas em tabelas de contingéncias.

Apés configuragado das tabelas de contingéncias, foram aplicados testes de
estatistica comparativa, como Chi-quadrado e teste exato de Fisher com nivel de
significancia em 5% (p < 0,05), utilizando o software Graphpad. Para a analise de
sobrevida utilizou-se 0 método de Klapan Meier e a comparagao entre as curvas, 0

método de Log-rank.



5. RESULTADOS

5.1. Variaveis Clinicopatoldgicas e Sociodemograficas

Dos 100 casos incluidos nesta pesquisa, 78 eram do sexo masculino e 22 do
sexo feminino. A variagdo de idade foi representada por 18 pacientes com até 45
anos, 40 pacientes com idade entre 46 e 60 anos e 42 pacientes com idade acima de
60 anos.

Em relacdo aos fatores de risco, 82% dos casos eram tabagistas ou ex
tabagistas e 10% n&o possuiam o habito de fumar. Nesta amostragem, 47% dos casos
eram consumidores de bebidas alcéolicas. As variaveis sociodemograficas estédo

relacionadas na Tabela 4.

Tabela 4. Variaveis sociodemograficas dos pacientes com cancer de cavidade oral incluidos
no estudo.

Variavel n f (%)
Sexo

Masculino 78 78,0
Feminino 22 22,0
Idade ao diagnéstico

Variagao 23-100
<45 anos 18 18,0
46-60 anos 40 40,0
>60 anos 42 42.0
Tabagismo

Tabagista/Ex 82 82,0
N&o tabagista 10 10,0
Nao Informado 8 8,0
Etilismo

Etilista 47 47,0
Nao etilista 13 13,0

Nao informado 40 40,0
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Para as variagbes clinicopatolégicas dos casos, nado foram constatados
pacientes com metastase a distancia e 42% dos pacientes tiveram comprometimento
linfonodal. Em relagdo ao grau tumoral, os mais prevalentes foram grau Il e Ill com
63% e 21%, respectivamente. Quanto ao tamanho da lesdo, T4 correspondeu a 43%

dos casos (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis clinicopatoldgicas dos pacientes com cancer de cavidade oral incluidos
no estudo.

Variavel n f (%)
Metastase
MX 10 10,0
MO 84 84,0
M1 0 0
N&o informado 6 6,0

Linfonodos comprometidos

NX 1 1,0
NO 51 51,0
N1 42 42,0
N&o informado 6 6

Tamanho Tumor

T1 (0-2cm) 8 8,0
T2 (>2<4cm) 16 16,0
T3 (>4cm) 25 25,0
T4 (>4cm Invadindo areas adjacentes) 43 43,0
N&o Informado 7 7,0

Grau Tumoral

Gl 6 6,0
Gll 63 63,0
Glll 21 21,0
GIV 1 1,0

Nao Informado 9 9,0
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Dos 70 individuos incluidos no grupo controle, 58,6% eram do sexo masculino e
41,4% eram do sexo feminino. Neste grupo, a variagdo de idade foi de 15,7% com
menos de 45 anos, 34,3% com idade entre 46 e 60 anos e 50% acima de 60 anos.
Dos 70 controles, 25,7% eram tabagistas ou ex-tabagistas e 74,3% n&o eram
tabagistas. Quanto a ingestdo de bebidas alcodlicas, 10% eram etilistas e 37,1% néo

etilistas (Tabela 6).

Tabela 6. Variaveis sociodemograficas dos individuos do grupo controle.

Variavel n f (%)
Sexo

Masculino 41 58,6
Feminino 29 41,4
Idade

Variagéo 23-100

<45 anos 11 15,7
46-60 anos 24 34,3
>60 anos 35 50,0
Tabagismo

Tabagista/Ex 18 25,7
N&o tabagista 52 74,3
Etilismo

Etilista 7 10,0
Nao etilista 26 37,1

N&o informado 37 529
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5.2. Distribuigdo dos Polimorfismos

Dos 100 pacientes do grupo de casos genotipados para GSTM1, 28,0%
apresentaram o genotipo nulo e 72,0% apresentaram genotipo positivo (+/+ ou +/-).
Para GSTT1, 49,0% foram nulos e 51,0% foram positivos (+/+ ou +/-). No grupo
controle, a frequéncia para GSTM1 positivo foi de 68,5% e de GSTM1 nulo foi de

31,5%. Para GSTT1, a frequéncia foi de 55,7% de positivos e 44,3% nulos (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncia genotipica de GSTM7 e GSTT1 no grupo de casos de pacientes com
cancer de cavidade oral e no grupo controle.

GSTM1 GSTT1

Positivo Nulo Positivo Nulo
(+/+ ou +/-) (-/-) (+/+ ou +/-) (-/-)
Frequéncia Genotipica

do grupo de casos (n=100) 72 (72,0%) 28 (28,0%) 51(51,0%) 49 (49,0%)

Frequencia Genotipica 48 (68,5%) 22 (31,5%) 39 (55,7%) 31 (44,3%)

em controles (n=70)

p-valor 0,755 0,652

5.2.1. Distribuicao Genotipica em Individuos Tabagistas e Nao Tabagistas

A frequéncia do gendtipo nulo para os individuos tabagistas e n&o tabagistas
com cancer de cavidade oral esta apresentada na Tabela 8. Para GSTM1, em
tabagistas, a frequéncia do gendétipo nulo foi de 30,5% e do gendtipo positivo foi de
69,5%. Nos individuos ndo tabagistas, a frequéncia foi de 30% de gendtipos nulos e

70,0% de gendtipos positivos. Para GSTT1, a frequéncia foi de 48,8% de gendtipos
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nulos e 51,2% de gendtipos positivos em tabagistas, e 50,0% de gendtipos nulos e

50,0% de gendtipos positivos nos nao tabagistas.

Tabela 8. Frequéncia dos genodtipos GSTM71 e GSTT1 distribuidos entre individuos
tabagistas e nao tabagistas.

GSTM1 GSTT1

Nulo (n, %) Positivo (n, %) Nulo (n,%) Positivo (n,%)

Tabagistas (n=82) 25 (30,5) 57 (69,5) 40 (48,8) 42 (51,2)
Nao tabagistas (n=10) 3 (30,0) 7 (70,0) 5 (50,0) 5 (50,0)
p-valor 0,974 0,699

A relagao entre o habito tabagista e o cancer de cavidade oral foi extremamente
significativa (p<0,0001), mostrando um aumento do risco de 23,6 para tabagistas

desenvolverem o cancer de cavidade oral (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncia do habito tabagista entre os grupos de casos e controles

Variavel Casos Controles P OR
N (%) N (%)
Tabagistas 82 (82,0) 18 (25,7)
<0,0001 23,6

Nao tabagistas 10 (10,0) 52 (74,3)
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Os gendtipos combinados de GSTM1 e GSTT1 estdo apresentados na Tabela

10. Para os individuos com cancer de cavidade oral, a frequéncia de nulidade para

ambos os genes (GSTM1-e GSTT1-) foi de 19%.

Tabela 10. Gendtipos combinados de GSTT1 e GSTM1 em pacientes com cancer de cavidade

oral e individuos do grupo controle.

Grupo N Gendétipos nao Genétipos duplo p OR
duplo nulos nulos
n (%) n (%)
Cancer de 100 81 (81,0) 19 (19,0) =4,3
cavidade oral 0,058 250

Controle 70 64 (91,4) 6(8,6) = 10,7

5.2.3. Associacoes dos Genétipos de GSTT1 e GSTM1 aos Fatores Prognodsticos

do Cancer de Cavidade Oral

Os gendtipos nulos de GSTMT1 e GSTT1 nao foram significativamente

associados ao comprometimento metastatico de linfonodos regionais (Tabela 11).
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Tabela 11. Frequéncia dos gendtipos GSTT1 e GSTM1 nos pacientes com comprometimento
linfonodal e sem comprometimento linfonodal.

NO* (n=51) N1**(n=42) p-valor
Gendtipos

n (%) n (%)
GSTM1+ 35 (68,6) 32 (76,2)
GSTM1- 16 (31,4) 10 (23,8) 0,418
GSTT1+ 26 (51) 23 (54,7)
GSTT1- 25 (49) 19 (45,3) 0.714
Genotipo nao duplo 41 (80,4) 34 (81)
negativo***

0,945

Gendtipo duplo nulo 10 (19,6) 8 (19)

(GSTM1-IGSTT1-)

*Paciente sem comprometimento linfonodal

**Paciente apresentando comprometimento linfonodal
***Genotipo positivo independente da combinacao (GSTT1+/GSTM1-;GSTT1-/GSTM1+ ou

GSTT1+/GSTM1+)

A associacao entre o grau histoldégico dos tumores avaliados e o polimorfismo

de GSTM1 e GSTT1 néo foi estatisticamente significativa (Tabela 12).
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Tabela 12. Frequéncia dos polimorfismos associados ao grau tumoral dos carcinomas de
cavidade oral.

lell* Il e IV** p-valor
Gendtipos

n (%) n (%)
GSTM1+ 48 (69,5) 19 (86,4)
GSTM1- 21 (30,5) 3 (13,6) 0,119
GSTT1+ 35 (50,7) 11 (50,0)
GSTT1- 34 (49,3) 11 (50,0) 0,954
Genotipo nao duplo 54 (78,3) 20 (91,0)
negativo *** 0185
Gendtipo duplo nulo 15 (21,7) 2 (9,0)

(GSTM1-/GSTT1-)

*Pacientes com grau tumoral | ou ll
**Pacientes com grau tumoral Ill ou IV
*** Gendtipo positivo independente da combinacao (GSTT1+/GSTM1-GSTT1-/IGSTM1+ ou

GSTT1+/GSTM1+)

A associagao do tamanho dos tumores avaliados e o gendtipo nulo de GSTT17 e

GSTM1 néo foi estatisticamente significativa (Tabela 13)
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Tabela 13. Frequéncia dos polimorfismos associados ao tamanho do tumor nos carcinomas de

cavidade oral.

Genétipos T1 e T2*(n=24) T3 e T4** (n=68) p-valor
n (%) n (%)

GSTM1+ 18 (75,0) 49 (72,0)

0,119
GSTM1- 6 (25,0) 19 (28,0)
GSTT1+ 12 (50,0) 36 (53,0)

0,954
GSTT1- 12 (50,0) 32 (47,0)
Genotipo ndo duplo 21 (87,5) 53 (78)
negativo ***

0,185
Gendtipo duplo nulo 3 (12,5) 15 (22)

(GSTM1-/GSTT1-)

*Pacientes com tumor T1 ou T2
**Pacientes com tumor T3 ou T4

*** Gendtipo positivo independente da combinagao (GSTT1+/GSTM1-;GSTT1-/GSTM1+ ou

GSTT1+/GSTM1+)
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A frequéncia dos gendétipos nulos de GSTM1 e GSTT1 foi investigada também
quanto ao numero de Obitos dos casos. O numero de Obitos registrados,
independentemente da causa, foi de 51%. Dos 51 6bitos, 13 apresentavam gendtipos
nulos para GSTM1, 23 nulos para GSTT1 e apenas 7 tiveram dupla nulidade (Tabela

14).

Tabela 14. Relacdo dos polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 com 06bitos registrados no grupo
de casos.

Genotipos Obitos Vivos p-valor
(n=51) (n=49)

GSTM1 + 38 34 0,567
GSTM1- 13 15

GSTT1+ 28 23 0,425
GSTT1- 23 26

Genotipo n&o duplo negativo 44 37 0,170
Gendtipo duplo nulo 7 12

(GSTM1-IGSTT1-)

5.2.4. Sobrevida Global e Sobrevida Associada aos Genétipos GSTM1 e GSTT1

A sobrevida global em cinco anos para os pacientes com carcinoma de
cavidade oral incluidos neste estudo foi de 51,71% (Figura 13). Quando relacionada
aos genotipos a sobrevida foi de 49,9% para o genétipo GSTM1 positivo, 58,4% para
GSTM1 nulo (Figura 14). Para o gendtipo GSTT1 positivo a sobrevida foi de 48% e de

57,1% para GSTT1 nulos (Figura 15).
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Figura 13. Sobrevida global dos pacientes com carcinoma de cavidade
oral incluidos no estudo.
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Figura 14. Sobrevida global dos pacientes com carcinoma de avidade Oral
incluidos no estudo e associagdo aos gendtipos nulo e resente de GSTM1.
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Figura 15. Sobrevida global dos pacientes com carcinoma de cavidade oral
incluidos no estudo e associagao aos genotipos nulo e presente de GSTTT.



6. DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido realizados em diferentes populacbées a fim de
elucidar a importancia de genes metabolizadores de xenobidticos e a influéncia que as
frequéncias de seus polimorfismos exercem sobre alguns tipos de cancer (Sugimura et
al., 2006, Sharma et al., 2006; Biseli et al., 2006; Yadav et al., 2010; Anantharaman,
2011; Singh, 2014). Dois desses genes sao GSTM1 e GSTT1. Este estudo avaliou a
associagao entre os genotipos nulos de GSTM17 e GSTT1 e o risco para o cancer de
cavidade oral e ainda as associagdes ao tabagismo.

Dentro do grupo de casos, 78% eram homens e a idade mais prevalente foi
acima dos 45 anos em mais de 80% dos casos. Esses dados se comparam com as
estimativas (Ferlay 2012; INCA 2016), que apontam a populacdo masculina e a faixa
etaria acima dos 45 anos como as mais prevalentes em casos de carcinoma de
cavidade oral. Mudangas no habito de vida das mulheres, bem como em populagdes
mais jovens, como maior exposi¢cao aos fatores de risco, ainda sao relativamente
recentes, porém, o aumento do tempo de exposicdo aos fatores de risco
provavelmente levardo a um aumento significativo de casos na populagcéo feminina,
tornando o grupo de risco mais homogéneo. Almeida (2011) e Toporcov (2015)
descreveram que o cancer de cavidade oral, em populagdo mais jovem, esta mais
associado a histéria familiar da doenca do que aos fatores de risco. Essa informacao
respalda o fato de 82% do grupo estudado apresentar idade superior a 45 anos e 82%
ser tabagista.

Os fatores de risco associados ao cancer de cavidade oral estdo bem
estabelecidos. Estimativas globais (Ferlay 2012) e nacionais (INCA 2016), além de
muitos autores importantes, como GALBIATTI (2013), apontam o tabaco e o alcool

como os fatores de risco mais frequentemente associados aos tipos de cancer de
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cabeca e pescogo, especialmente ao de cavidade oral e orofaringe. Esse dado, mais
uma vez reforca o fato de a grande maioria dos casos do grupo estudado ser
composta por tabagistas.

A frequéncia do gendtipo GSTM1 e GSTT1 é bem heterogénea nas diferentes
populagdes. A maioria dos estudos envolvendo os gendtipos das Glutationas S-
transferases, o habito de fumar e o risco para o cancer, apesar de seguir metodologias
semelhantes, apresenta divergéncia em seus resultados (Tabela 1). Alguns autores
(Anantharaman 2011; Singh 2014) estabeleceram relagcédo significativa com os
gendtipos nulos de GSTM1 e GSTT1 e o aumento do risco para o cancer de cavidade
oral, diferentemente do presente estudo que ndo demonstrou esta associacdo. A
frequéncia genotipica nula de GSTM7 e GSTT1 no grupo de casos incluido nesse
estudo foi de 28% e 49%, respectivamente, divergindo de outros trabalhos (Sugimura
et al., 2006, Sharma et al., 2006; Biseli et al., 2006; Yadav et al., 2010) que, mesmo
nao encontrando associagao significante, obtiveram uma frequéncia maior de GSTM1
nulos em relagdo aos GSTT1 nulos.

As variaveis relacionadas ao prognostico da doenga também foram avaliadas, a
fim de investigar alguma associagdo com os polimorfismos nulos de GSTM1 e GSTTT.
Comprometimento linfonodal, tamanho do tumor e grau histoldégico tumoral ndo foram
significativamente associados aos polimorfismos nulos. Contudo, € conhecido que os
fatores prognodsticos para o cancer de cavidade oral dependem do sitio anatémico
acometido pelo tumor (INCA, 2012). Sendo assim, € necessario que um estudo
complementar a este, avalie separadamente o estadiamento clinico em fungao do sitio
anatébmico. Com base neste grupo de casos, avaliando os fatores progndsticos de
forma geral e levando em consideragao a falta de associacado significativa com os

polimorfismos genéticos, pode-se afirmar que o cancer de cavidade oral esta mais
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fortemente associado aos fatores de risco, como a idade e o tabagismo do que com
fatores progndsticos.

O cancer de cavidade oral apresenta um protocolo de tratamento bastante
agressivo, pois essa regiao anatdbmica € extremamente vascularizada, sendo assim as
cirurgias sdo mais invasivas com o intuito de evitar metastase (Almeida et al., 2011).
Esse dado explica o fato de que apesar da maior parte dos casos se concentrarem em
estagios mais precoces da doenga (NO e MO), a mortalidade registrada para o grupo
foi bastante elevada (Figura 13). A sobrevida global em cinco anos do grupo estudado
foi de 51,71% e quando avaliada em relagdo aos fatores de risco também nao
apresentou associagoes estatisticamente significativas.

As maiores limitagdes encontradas neste estudo foram a falta de informagdes
nos prontuarios clinicos e a dificuldade de pareamento dos individuos do grupo
controle com o grupo de casos, uma vez que 0 Nnosso grupo de casos € bastante
especifico com caracteristicas muito particulares. A técnica empregada também limita,
em partes, a qualidade dos resultados, uma vez que n&o nos permite a diferenciacéao
entre expressdao homozigotica e heterozigética do polimorfismo nulo. Essa
diferenciagdo seria interessante para uma avaliagdo da atividade enzimatica nos
individos.

Neste estudo, nao foi possivel estabelecer uma associagao significativa entre os
polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 e o aumento do risco para o céancer de
cavidade oral, bem como nao foi estabelecida nenhuma associacédo dos polimorfismos
com o habito tabagista.

Outras variaveis clinicopatolégicas foram avaliadas e a associagao significativa
com os polimorfismos também nao foi encontrada. Desta forma, fica evidenciado que o
cancer de cavidade oral estd amplamente associado a fatores de risco,

caracterizando-se como uma doenga de consequéncia da exposigdo ambiental.
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Entretanto, como a via de biotransformacao de xenobidticos esta associada com uma
ampla variedade de genes, é necessario que mais estudos sejam realizados a fim de
investigar a influéncia de polimorfismos genéticos no aumento do risco para o cancer
de cavidade oral.

Estes estudos constituem novas perspectivas de prevencao e controle para o
carcinoma de cavidade oral e outros tipos de carcinogénese possivelmente ativados

por agentes carcindgenos toxicos.



7. CONCLUSAO

Diferencas significativas entre as frequéncias dos polimorfismos de GSTT1 e
GSTM1 nao foram observadas entre o grupo de pacientes com cancer de cavidade
oral e controles.

Os polimorfismos de GSTT1 e GSTM1 nao foram significativamente associados
aos fatores de risco do cancer de cavidade oral, especialmente ao tabagismo.

Os polimorfismos de GSTT1 e GSTM1 nao foram significativamente associados

aos prognosticos dos carcinomas de cavidade oral.
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ANEXO |

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS E ASSOCIAGAO DE
COMBATE AO CANCER EM GOIAS

PROJETO: ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO
TABAGISMO E ETILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL

Nome:

Data de nascimento: / /

Endereco:

Telefone:

Naturalidade:

Procedéncia:

Profisséo:

Sexo:

(1) Masculino (2) Feminino
Estado civil:

(1) Solteiro (2) Casado
Escolaridade:

(1) Fundamental (2) Ens. Médio
Etnia/cor:

(1) branco (2) Pardo
Tabagismo:

(1) Sim (2) Nao

Frequéncia:

(1) As vezes (2) Diariamente

Quantidade:

(1)< 1 mago (2) de 1 a 3 magos

Etilismo:
(1) Sim (2) Nao

Frequéncia:

(3) vitivo

(3) superior

(3) Negro

(3) Ex tabagista

(3) Néo informado

(3) > 3 magos

(3) Ex etilista

(1) As vezes (2) Diariamente (3) Néo informado

(4) outro

(4) Outro

(4) Outro

(4) Nao informado

(4) Nao informado



Tipo de bebida:

(1) Destilados  (2) Fermentado (3) Nao informado

Infec¢ao por HPV
(1) Sim (2) Nao (3) Nao informado

Historico de lesio oral:

(1) Sim (2) Nao (3) Nao informado

Antecedente cancer:

(1) Sim (2) Nao (3) Nao informado
Historico familiar de cincer:

(1) Sim (2) Nao (3) Nao informado

Doenca cronico-degenerativas: (Diabetes, cardiovasculares)
(1) sim (2) Nao (3) Nao informado

Quais?

Higiene oral:
(1) Boa (2) Regular (3) Ruim (4) ndo Informado
Visita regular ao dentista:

(1) Sim (2) Nao (3) Nao informado

Coletado por: , em / /




PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS E ASSOCIACAO

PROJETO: POLIMORFISMOS EM TUMORES DE CAVIDADE ORAL E

ANEXO Il

DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

OROFARINGE
Prontudrio: Data do diagndstico:____ / [/
Nome: Data de nascimento:___ /  /
Endereco: Telefone:
Naturalidade: Profedéncia:
Profissdo:
Sexo: (1) Masculino  (2) Feminino
Estado civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Outro (4) Ndo informado
Escolaridade: (1)Fundamental(2)Ens.Médio (3) superior (4) Ndo informado
Raga/cor: (1) branco (2) Pardo (3) Negro (4) Outro
Tabagismo: (1) Sim (2) Ndo (3) Nado informado (4) Ex tabagista
Frequéncia: (1) As vezes (2) Diariamente (3) Ndo informado
Quantidade: (1) <1 mago (2) de 1 a 3 magos (3) > 3 magos
Tempo de uso:
Etilismo: (1) Sim (2) N&o (3) Ndo informado (4) Ex etilista
Tempo de uso:
Frequéncia: (1) As vezes (2) Diariamente (3) N3o informado

Tipo de bebida:

Uso de drogas ilicitas

Opcgdo sexual:

N2 de parceiros

Pratica de sexo oral:
Historico Infecgdo por HPV
Histdrico de lesdo oral

Queixas

Antecedente cancer
Historico familiar

Higiene oral diario
Visita dentista regular

DIAGNOSTICO
Exame: /

(1) Destilados
(1) Sim

(3) Ndo informado
(3) Ndo informado

(2) Fermentado
(2) Nao

(1) Homossexual (2) Heterossexual  (3) Ndo informado
(1)1a4 (2)maisde4 (3) Ndo informado
(1) Sim (2) Nao (3) Ndo informado
(1) Sim (2) Nao (3) Ndo informado
(1) Sim (2) Nao (3) Ndo informado

( ) tosse ( )disfagia ( ) dor de garganta ( ) outros

(1) Sim (2) Nao (3) Ndo informado

(1) Sim (2) Nao (3) Ndo informado

()boa () regular () ruim

(1) Sim (2) Nao (3) Ndo informado
/ Resultado:

Diagndstico por bidpsia: / / Tipo de bidpsia:

N2 bidpsia:

Resultado:

TRATAMENTO CIRURGICO:
Cirurgia realizada:

(1) Sim (2) Nao
Data: / /

TRATAMENTO RADIOTERAPICO: (1) Radioterapia externa (2) Braquiterapia

TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO: (1) Sim (2) N3o



ESTADIAMENTO CLINICO:

Tamanho do tumor: (1) Ndo especifico

Extensdo da lesdo: (1)1A (2)1B (3)IIA  (4)1uB  (5)IA (6) 111B
(7)IVA (8) IVB (9) N&o especificado

Comprometimento linfonodal: (1) NX  (2) NO (3) N1, LN comprometidos
Local
Metastase: (1) MX (2) MO (3)M1,Local:

EVOLUCAO DO PACIENTE:

(1) Viva, sem evidéncia de doenga, uUltimo seguimento / /

(2) Viva, com evidéncia de doenga, ultimo seguimento / /

(3) Obito, data / /

Coletado por: ,em /___/

DADOS ANTAMO PATOLOGICO

Grau tumoral

indice mitético

Tipos de lesdo, apds exames histopatoldgicos (aspectos histoldgicos)

Outras bidpsias
Ne Data / /
Resultado Ne

Data / /

Resultado




ANEXO Il

x Projeto de Pesquisa:
ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO TABAGISMO E
ETILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS DE COLO
UTERINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE - CAVIDADE ORAL

Pesquisador Responsivel (orientadora): Dra. Vera Aparecida Saddi
Mestrandas envolvidas no projeto:
Ana Karolina Lopes
Ana Licia Munaro Tacca
Jodié do Amaral Sodario Costa

Vocé esta sendo convidado (a) para participar voluntariamente de um projeto de pesquisa
intitulado: “ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO
TABAGISMO E ETILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS
DE COLO UTERINO”. Sua participagio ¢ importante, porém, vocé ndo deve participar contra a
sua vontade.

Antes de decidir se vocé aceita participar, ¢ importante que entenda porque esta pesquisa
esta sendo realizada, os seus objetivos, todos os procedimentos a serem realizados, os possiveis
beneficios, riscos e desconfortos.

A qualquer momento, antes, durante ¢ depois da pesquisa, vocé podera solicitar maiores
esclarecimentos. Em caso de dividas sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com o0s
pesquisadores responsaveis, Dra. Vera Aparecida Saddi, nos telefones: (62) 8247-9596 ou com
as mestrandas: Ana Lucia Munaro Tacca, Ana Karolina Lopes ou Jodi€ do Amaral Sodario
Costa, telefone (62)8167-3178. Se vocé tiver alguma divida sobre os seus direitos ou questdes
éticas como participante de pesquisa, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Associagdo de Combate ao Cancer em Goids, situado no enderego: Rua 239 no. 206
— 2°. Andar, Setor Leste Universitario, Goidnia, Goias, pelo telefone (62) 32437050 no horario
de 8:00 as 17:00 h ou pelo e-mail:cepaccg@accg.org.br.

Vocé tem total liberdade para recusar sua participagdo. Esta recusa em nada interferira na
assisténcia que vocé receberd e vocé ndo serd penalizado (a) ou responsabilizado de forma
alguma. Sc aceitar participar e depois retirar seu consentimento em nada seré prejudicado (a).

Todas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais. Somente o
pesquisador e/ou equipe de pesquisa terdo conhecimento de sua identidade e nos
comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.

Apos receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias, sendo a primeira de guarda e

confidencialidade do Pesquisador (a) responsavel e a segunda ficara sob sua responsabilidade
para quaisquer fins.



INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

er de cavidade oral) é considerado um problema de satde publica e

P ” e so.ciadf)s ao aparecimento da doenga sio o tabagismo (hébito- de
€ 0 etilismo (hébito de ingerir bebidas alcoélicas). Apesar das campanhas de prevengao €

da 0 - .y i
[ possibilidade de descoberta da doenga bem no inicio, o cincer de boca ainda mata muitos
omens ¢ mulheres no mundo todo.

O cancer de boca (canc
os dois principais fatores as

' Em uma determinada populagdo, as pessoas sio muito parecidas umas com as outras,
porerr.x, existem diferencas no material genético (DNA) dos individuos, que podem estar
associadas a uma maior ou menor chance de desenvolver certas doengas. No caso do céncer de
boca, essas diferengas individuais estio associadas principalmente com a capacidade do
?rganismo humano transformar ¢ climinar as substincias quimicas presentcs no cigarro ¢ no
alcool. Sendo assim, diferengas genéticas podem determinar se o individuo tem maior ou menor

chance de desenvolver doengas associadas ao cigarro e ao alcool, como o cancer de boca (cancer
de cavidade oral).

O objetivo deste projeto de pesquisa consiste em avaliar a freqiiéncia de variagdes

genéticas em um grupo de pacientes com cancer de cavidade de boca e um grupo controle,
formado por individuos que ndo apresentam histéria pessoal ou familiar de cancer de boca.

O material genético (genes ADH, GSTT1 ¢ GSTMI) a ser estudado cstd presentec em
células do sangue. As variagdes a serem estudadas estdo relacionadas com a capacidade do
individuo transformar e climinar as substancias quimicas do alcool ¢ do cigarro. Essas variagdes
genéticas podem tornar o individuo mais ou menos sensivel as substéncias toxicas do dlcool ¢ do
cigarro e dessa forma descnvolver ou ndo um céncer de boca.

Como vocé ¢ uma pessoa saudavel, fara parte do grupo controle, sem histéria pessoal ou
familiar de cancer de cavidade oral (cincer de boca), e os dados a serem estudados em uma
amostra do seu sangue serdo comparados com aqueles estudados em individuos com céncer de
cavidade oral.

Caso vocé aceite participar, devera assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e doar uma amostra de sangue. A amostra usada sera apenas a que sobrar da sua coleta
normal para os exames de rotina, para os quais vocé procurou este laboratério. Esta amostra
(2ml) sera transferida ao Laboratério de Oncogenética e Radiobiologia da Associagio de
Combate ao Cincer em Goias, sob a responsabilidade da coordenadora do laboratério, Profa.
Dra. Vera Aparecida Saddi, que ¢ a pesquisadora responsavel pelo presente projeto. As amostras
sanguincas colhidas dc todos os participantes da pesquisa serdo armazcnadas em um freczer ¢
formardo uma cole¢do de amostras, que ¢ chamada de biorrepositério, ou seja um repositério de
material bioldgico. Essas amostras serdo usadas para os exames de variagdo genética (ADH,

GSTT1 ¢ GSTM1) mencionados neste projeto de pesquisa, ¢ se vocé concordar, poderdo ser
utilizadas para o desenvolvimento de outras pesquisas futuras, desde que avaliadas e aprovadas
pelos Comités de Etica em Pesquisa das instituigdes responsaveis. A principio, essas amostras
serdo guardadas durante cinco anos, até que o estudo seja concluido e os resultados obtidos
sejam publicados em revistas cientificas. Ap6s o periodo de cinco anos, o material biologico
coletado (aliquota sanguinea) podera ser usado em outras pesquisas, se vocé concordar, ou ser



d.éts.cartado, conforme as normas vigentes de orgdos técnicos competentes, mantendo sempre em
sigilo a identidade dos sujeitos da pesquisa.

O procedimento de coleta sers realizado por um profissional treinado, seguindo as normas
de seguranga estabelecidas e evitando maiores riscos. Entretanto, caso vocé apresente algum
PTO.blema médico ou desconforto durante ou apés a coleta da amostra, o pesquisador lhe prestard
assisténcia total e vocé recebera atendimento e acompanhamento médico integral.

Os resultados do presente estudo deverio contribuir para o conhecimento das variagoes
geneticas na populagio do Estado de Goids e identificar as pessoas mais ou menos sensiveis as
substancias toxicas do cigarro e do alcool.

Caso vocé queira conhecer os resultados desta pesquisa com mais detalhes, vocé pode
procurar os pesquisadores responsdveis a qualquer momento, por meio do email

(verasaddi@gmail.com) ou pelo telefone (62)82479596.

A pesquisa ndo oferece um beneficio direto para vocé, mas os achados do estudo
possibilitardo o desenvolvimento de medidas de prevengdo mais eficazes e tratamentos cada vez
mais especificos e individualizados para o cincer de boca (cavidade oral), além de explicar
melhor os efeitos do cigarro e do dlcool no organismo humano. Nio existe outra forma de obter
dados sobre o procedimento em questdo e que possa ser mais vantajosa.

Este estudo ndo acarretara nenhuma despesa ou compensagio para vocé, pois a conversa
com o pesquisador, a assinatura do TCLE e a coleta serdo realizadas durante sua coleta para
exames de rotina. Contudo, caso haja alguma despesa gerada pela sua participagdo na pesquisa,
ou caso seja comprovado algum dano decorrente de sua participagdo na pesquisa, vocé tera
garantido seu ressarcimento integral.

Vocé tem o direito garantido de requerer indenizagdo em caso de danos, comprovadamente
decorrentes da sua participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

A sua participagdo no estudo ¢ voluntiria, se resumird ao periodo de leitura do TCLE e
coleta da amostra sanguinea, que deverdo durar cerca de 30 minutos, nio sendo necessario seu
comparecimento em qualquer consulta médica ou exame extra para este estudo. Vocé tem total
liberdade para retirar o consentimento para a pesquisa a qualquer momento.

Local e data:

Nome ¢ assinatura do Pesquisador Responsavel:




CONSENTIMENTO DO PARTICIPANTE

EU, L RG 3 CPF

,  enderego >
abaixo assinado, concordo em participar do estudo “ANALISE DE POLIMORFISMOS
GENETICOS ASSOCIADOS AO TABAGISMO E ETILISMO EM CARCINOMAS DE

CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS DE COLO UTERINO” como participante de
pesquisa.

Fui  devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como OS

possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade e que
todas as informagdes obtidas serdo mantidas sob sigilo. Recebi uma cépia deste documento com
todas as paginas rubricadas e assinadas por mim e pelo Pesquisador Responsivel. Assim,
autorizo a coleta, o armazenamento e a utilizagio do material biologico colhido. Autorizo
também a divulgagdo dos dados obtidos neste estudo, na forma de apresentagdoes em congressos

e artigos cientificos publicados em revistas especializadas.

[1 - Eu concordo que a amostra de sangue coletada neste estudo seja utilizada para

pesquisas futuras, sem necessidade de assinatura de novo TCLE, desde que o estudo seja
aprovado pelos Comités de Etica das InstituigGes participantes.

[] - Eu néio concordo que a amostra de sangue coletada neste estudo seja utilizada para
pesquisas futuras, sem assinatura de um novo TCLE.

D — Eu desejo ser informado (a) sobre o resultado do teste genético realizado em minha amostra

de sangue, quanto a minha maior ou menor suscetibilidade as substancias toxicas do alcool e do cigarro

Local e data:

Nome e assinatura do participante da pesquisa ou do responsével legal

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e assinatura do pesquisador responsavel
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_PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP.

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO TABAGISMO E
511:ILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS DE COLO
ERINO

Pesquisador: VERA APARECIDA SADDI

Area Temitica: Genética Humana: i
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 45582615.5.0000.0031

Instituicio Proponente: ASSOCIAGAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 1.110.215
Data da Relatoria: 11/06/2015

Apresentagao do Projeto:

INTRODUCAO: O etilismo e 0 tabagismo s3o importantes fatores de risco para varios tipos de cancer em
seres humanos. A carcinogénese & umprocesso multifatorial, resultante de interagdes entre caracteristicas
genéticas e fatores ambientais (GALBIATTI et al, 2013; INCA, 2014).Gradativamente, os mecanismos
envolvidos na carcinogénese promovida pelo alcool e 0 tabaco vem sendo elucidados, bem como a relagédo
entreesses fatores e 0S diferentes tipos de cancer (SANKPAL et al., 2012) O tabaco apresenta inimeras
substancias carcinogénicas, como asnitrosaminas e as aminas aromaticas que interagem com o material
genético das células formando adutos de DNA, que por sua vez, favorecem oaparecimento de mutagdes
que dirigem O processo de carcinogénese. As substancias quimicas do cigarro sdo metabolizadas por varias
enzimas,com destaque para as Glutationa-S-transferases (GST e GSTM) (LEME et al., 2010). Glutationa-S-
ST) constituem uma familia deenzimas envolvidas na detoxificagéo de xenobiéticos, como

Transferases (G
ntrados no cigarro, e atuam protegendoas células de efeitos

os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos enco
oxidativos deletérios. A delegio homozigética ou genétipo nulo de GSTM1 e GSTT1 resulta em diferengas

fisiologicas e até naauséncia da atividade dessa enzima,
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podendo favorecer a suscetibilidade ao cancer ).
Objetivo da Pesquisa:

- Avaliar as possiveis associacses entre os polimorfismos dos genes ADH, GSTT1 e GSTM1 e o risco de
cancer de cavidade oral e cancer do colo uterino

1) Comparar a frequéncia dos polimorfismos genéticos de ADH, GSTT1 e GSTM1 em pacientes com cancer
de cavidade oral e em individuossaudaveis;2) Comparar a frequéncia dos polimorfismos genéticos de
GSTT1 e GSTM1 em pacientes com cancer de colo uterino e em individuossaudaveis;3) Avaliar as
Possiveis associagGes entre os polimorfismos genéticos avaliados e os fatores de risco para o cancer de
colo uterino ecavidade oral, especialmente com relagéo ao etilismo e tabagismo; 4) Investigar as possiveis
associagdes entre os polimorfismos genéticos e osaspectos clinicopatolégicos dos tumores avaliados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

previstos ou transtornos evidentes aos participantes do grupo controle incluem aqueles relacionados a
coleta de sangue periférico, obtida porpungao venosa, incluindo possivel desconforto, hematomas ou
extravasamento do vaso.

Os principios enunciados na Resolugao no466/2012 do Conselho Nacional de Salde serdo obedecidos
durante a realizagdo do estudo, mantendoseem sigilo a identidade dos pacientes, cujos dados serdo
identificados apenas pelo numero de registro no projeto.

com os tumores analisados neste projeto permitirdo a melhor compreenséo dos mecanismos bioquimicos e
moleculares envolvidos nacarcinogénese promovida pelo tabaco e o &lcool. Tais resultados possibilitam o
planejamento deprogramas e campanhas de prevengéo mais efetivos, reforcando e explicando os
mecanismos de carcinogénese associados ao tabaco e ao alcool.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

trata-se Estudo epidemiolégico transversal e analitico, tipo caso-controle, com a utilizagéo dos dados clinico
e epidemiolégicos colhidos apartir dos prontuérios dos pacientes e andlise de polimorfismos nos genes
ADH, GSTT1 e GSTM1 em pacientes com cancer de cavidade oral ou cancer de colo uterino e em controles
saudaveis. 2 - Selegéo de sujeitos e coleta de dados clinico-epidemioldgicos: O grupo de casos sera
constituldo por 100 participantes com cancer de cavidade oral e 200 participantes com cancer de colo
uterino, com diagnéstico clinico e histopatolégico confirmados e assistidos no Hospital Aradjo Jorge. O
numero de individuos selecionados para este estudo, em ambos os grupos, foideterminado por calculo
estatistico, baseado no nimero de novos casos de céncer de cavidade oral e cancer de colo uterino
esperados em Goias,determinado por

A Enderego: 239
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caleulo estatistico, baseado no nimero de novos casos de cancer de cavidade oral e cancer de colo uterino
esperados em Goids,sexo, sem histéria pessoal ou familiar de cancer de cavidade oral. O grupo controle, a
ser comparado as pacientes com cancer de colo uterino,consistira de 200 mulheres saudéveis, maiores de
18 anos, pareadas por idade, sem histéria pessoal ou familiar de cancer de colo uterino.

Consideragées sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

foi apresentado folha de rosto, TCLE colo utero e cavidade oral,declaragdo do pesquisador,carta
autorizagado do servigo cabega e pescogo e ginecologia e mama,declaragéo de responsabilidade do
pesquisador,carta autorizagio da patologia,carta de autorizagéo da diretoria e arquivo medico tem
orgamento e cronograma mas depende de financiamento do FAPEG goias

Recomendagoes:
A pesquisadora devera apresentar justificativa para a inclusao de participantes saudaveis;

No TCLE:
Devera ser oferecida aos participantes da pesquisa a opgéo de escolher entre serem informados ou ndo

sobre os resultados de seus exames (Resolugéo 340/2004 111.4);

Esclarecer se ja é o momento (se é o caso) de proposta de aconselhamento genético (Resolugdo 340/2004

I11.5).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O pesquisador tem 30 dias para apresentar a resposta as pendéncias acima listadas

Situagao do Parecer:
Pendente
Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néao
Consideragdes Finais a critério do CEP:

pendente
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GOIANIA, 16 de Junho de 2015

Assinado por:
Elismauro Francisco de Mendonga

(Coordenador)
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1.

ANEXO V

EXTRAGAO DE DNA DE TECIDO EMBLOCADO EM PARAFINA
UTILIZANDO XILOL

OBJETIVO:

Este procedimento destina-se a extracdo de DNA de tecidos emblocados em

parafina utilizando solvente organico para a remog¢ao da parafina, digestdo com

Proteinase-K, precipitagao das proteinas com Kit Promega, precipitacdo do DNA com

Isopropanol e Etanol 70% para a purificacdo do DNA.

2.

DEFINIGOES:

EPI- Equipamento de protecao individual.

3.

MATERIAIS E METODOS:

3.1- Equipamentos:

Microtubos de polipropileno de 1,5 ml

Micropipetas de 20, 200 e 1000 ul e respectivas ponteiras
Centrifuga sem refrigeracéo (até 13000 rpm)
Banho-Maria de 55 a 65°C

Espectrofotdmetro

Aparatos para gel de agarose

Parafilme

Papel Absorvente

Fonte

3.2 — Reagentes para a extracdo do DNA

Agua deionizada

Agua MiliQ Autoclavada

Kit Promega: Solugao de Lise e Precipitacdo de Proteinas

Proteinase-K 2,0% (100mg Proteinase K e 5 ml de TE pH 9). Filtrar em filtro de
0,45um e estocar a -20°C por tempo indeterminado.

Etanol 100%: Manter aliquotas em tubo falcon estéril a - 4°C.



Etanol 70%: Manter aliquotas em tubo falcon estéril, com 70 ml de etanol
100% e 30 ml de agua deionizada e estocar a — 4 °C. Preparar com agua Milli-
Q estéril e em proveta estéril.

Xileno: Manter aliquotas em tubo falcon estéril a - 4°C.

Isopropanol: Manter aliquotas em tubo falcon estéril a — 4°C.

3.3— Reagentes para eletroforese em gel de poliacrilamida:

Gel de Agarose: Solugéo estoque para 100mL de gel, pesar 0,8g de agarose e
transferir para o baldo Erlenmeyer. Adicionar 100mL de TBE 1X. Fundir a
solugdo no microondas até homogeneizar (aproximadamente 3 vezes por 30seg
na poténcia maxima — evitar fervura). Acrescentar 2uL de Brometo de Etideo
(10mg/mL) e misturar com agitagao leve.

Obs.: Brometo de Etidio é carcinogénico e mutagénico e deve ser manuseado
com luvas.

Solugao de TBE 10X (108 g Tris base, 559 acido borico, 40 mL; 0,5 M EDTA
pH 8,0 , 1000mL de H20 q.s.p.). Estocar a temperatura ambiente. Descartar a
solugcao se houver precipitados ou presenca de contaminacao.

Tampao TBE 1X: 1 parte de TBE 10X e 9 partes de agua. Estocar a
temperatura ambiente.

Tampao de amostra 6x:(azul de bromofenol e xilenocianol a 0,25% cada e
ficoll 15% em agua) (Sambrook et al., 1989 )

TEMED (N, N, N’, N'-Tetrametiletilenodiamina)

Persulfato de aménia a 10%: 10g de persulfato de aménia em 100 ml em agua
deionizada. Fazer aliquotas de 1 ml e estocar a -20 °C.

Marcador de peso molecular

Etanol Absoluto

Acido Acético Glacial

Formaldeido 37%

Nitrato de prata 20%

Hidréxido de Saédio 30%

DNA extraido

Solugao de Hipoclorito 1,0%



3.4- Desinfecgao de bancadas, fluxo laminar e acessorios:
e A desinfecgdo do Fluxo laminar, bancadas, micropipetas, microcentrifugas

devera ser feita com Hipoclorito de sodio 1,0%.

3.5- EPI:
e Luva e Avental — utilizar durante todo o procedimento lembrando que, para o

manuseio de reagentes de PCR recomenda-se a utilizagdo de luvas e aventais
que nao foram expostos anteriormente a produto amplificado. Nao entrar com
avental exposto a produto amplificado na sala de preparo da PCR e nem na

sala de extracdo de DNA.

e Mascara - Utilizar enquanto estiver manuseando o Xileno. Trabalhar

preferencialmente em capela ou em local que contenha exaustao.

4. PROCEDIMENTO:

Desparafinizacao das Amostras

1. Colocar um fragmento de tecido em um tubo de 1,5 mL e adicionar 500 yL de
xileno. Incubar por 15 minutos a 65°C.

2. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos para formar um pellet de tecido.
Descartar o xileno.

3. Repetir as etapas 1 e 2 mais duas vezes para completar o processo de remog¢ao da
parafina.

4. Adicionar 500 yL de etanol 100% e incubar por 15 minutos a 65°C.

5. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos para formar um pellet do tecido.
Descartar o etanol.

6. Repetir as etapas 4 e 5 mais duas vezes para completar a remocao da parafina.
Lise Celular

1. Adicionar 200 yL de solucéao de lise celular, macerando o tecido com a ponteira.
2. Adicionar ao lisado 10 yL de proteinase K (20mg/mL).

3. Misturar o conteudo homogeneizando com a ponteira e incubar a 65°C até
completar a digestao (Overnight).

Obs: Alguns tecidos requerem maior tempo e maiores concentragdes de proteinase K
para completar a digest&o.



Precipitagao de Proteinas
1. Resfriar as amostras a temperatura ambiente.

2. Adicionar 50 yL de solucao de precipitacdo de proteinas ao lisado de células e
homogeneizar com a ponteira.

3. Incubar a -20°C durante 15 minutos.
4. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos.

Obs: O precipitado de proteinas formara um pellet no fundo do tubo. Caso o
precipitado ndo estiver visivel, repetir as etapas 2 e 4.

Precipitacao do DNA

1. Transferir o sobrenadante com o DNA para um microtubo de 1,5 mL limpo e
adicionar 200 yL de isopropanol 100%.

2. Misturar bem por inversao
3. Incubar durante uma hora a -20°C. ( Melhor resultado Overnight )

4. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Descartar o isopropanol por
inversao.

5. Secar o tubo sobre um papel absorvente durante 15 minutos.

6. Adicionar 200 yL de etanol 70% e inverter os tubos varias vezes para lavar o pellet
de DNA.

7. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Descartar o etanol por inversao.
8. Secar o tubo sobre papel absorvente durante 15 minutos.

Hidratagdao do DNA

1. Adicionar 20 yL de agua ultrapura autoclavada.

2. Armazenar a -20°C.

4.2 . Eletroforese em gel de agarose

Preparo do gel a 0,8% :(para 100 ml da solug¢ao de trabalho):

Pesar 0,8g de agarose e transferir para o baldao Erlenmeyer. Adicionar 100mL de
TBE 1X. Fundir a solugdo no microondas até homogeneizar (aproximadamente 3

vezes por 30seg na poténcia maxima — evitar fervura). Acrescentar 2uL de Brometo



de Etideo (10mg/mL) e misturar com agitacao leve. Despejar no aparato e aguardar

a polimerizagéo.

Preparo da amostra para a eletroforese:

Misturar 2ul de DNA extraido com 3 pl do tampao de amostra em cada canaleta.
Incluir na eletroforese uma canaleta para o marcador de peso molecular (diluicdo de
acordo com o fabricante). Efetuar a corrida em tampao TBE 1X a 120V por 15
minutos.

Levar ao transluminador UV para a visualizagao das bandas no gel.

5- RESULTADOS
Os DNAs deverao ser analisados, para verificar a eficiéncia da extracao, realizado em
espectrofotdbmetro por comprimento de onda entre 260nm e 280nm e comparada com

a formacéao de bandas no gel de agarose a 0,8%.
6- REGISTRO E INTERPRETAGCAO DE RESULTADOS

Os materiais recebidos para extracdo de DNA séao registrados em planilha no ato do
recebimento, os resultados gerados sao registrados em livro ata pelo proprio
colaborador e as conclusdes finais na planilha de recebimento.

Apos eletroforese, caso ndo ocorra a aparecimento de banda ou ocorra a geragéo de
um forte rastro (sem bandas) no gel, as quantidades de DNA na deverdao ser

revisadas.
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

¢ SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. Molecular cloning: a
laboratory manual. 2" ed., New York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989.

e SANGUINETTI, C.J.; DIAS NETO, E.; SIMPSON, A.J.G. Rapid silver
stainning and recovery of PCR products separeted on polyacrilamide gels.
Biotechniques, 17: 915-9, 1994.



ANEXO VI

§
i MESTRADO EM CIENCIAS
PUC coiss Pontificia Universidade Catédlica de Goias AMBIENTAIS E SAUDE
Programa de Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude

Laboratorio de Genética e Biodiversidade

EXTRACAO DE DNA
Solucio Salina

Adicione 400uL de sangue total + 1200uL de Solucdo de Lise RBC 1x;
Homogeneizar no vortex e incubar em T.A por 5°;

Centrifugar a 14.000 RPM por 10’ para formar pellet de células nucleadas;
Descartar o sobrenadante com pipeta sem tocar no pellet;

Adicione 300uL de REAGENTE 1 e 20uL de Proteinase K (10mg/mL);
Homogeneizar no vortex e incubar a 55 °C por 30’;

Adicione 200pL de NaCl 6M saturado e homogeneizar bastante no vortex;
Adicione 800uL de cloroférmio e homogeneizar bastante no vortex;

9. Centrifugar a 14.000 RPM por 10’;

10. Transferir o sobrenadante — fase aquosa — para um novo microtubo identificado;
11. Adicione 1000pL de etanol absoluto gelado para precipitar o DNA;

12. Homogeneizar por inversdo 10 vezes lentamente;

13. Centrifugar a 14.000 RPM por 5’;

14. Desprezar 1000uL do sobrenadante;

15. Adicione 1000puL de etanol 70% gelado;

16. Homogeneizar por inversdo 1 vez lentamente;

17. Centrifugar a 14.000 RPM por 5’;

18. Desprezar todo o sobrenadante e repetir a centrifugacdo a 14.000 RPM por 5’;
19. Secar o tubo aberto em T.A ou a 40°C por 15’ na estufa;

20. Adicione 100uL. de REAGENTE 2 1x para hidratar o DNA overnight ou 1h a 60 °C.

S A e

Solugoes estoque:
1) Lise RBC: Solucao de lise (1x)

1,5 M NH4Cl 40,12 g NH4Cl (Cloreto e Amonio)
20 mM Na2EDTA 3,72 g Na2EDTA
pH 6,5 com NaHCO3 aprox. 3,1 g NaHCO3 (Bicarbonato de Sddio)
Completar com dH20 p/ 500 ml
2) REAGENTE 1: Tampao de lise de células (10x)
100 mM Tris 1,21 g Tris base
200 mM Na2EDTA 7,44 g Na2EDTA
6 % SDS 6 g Dodecil Sulfato de Sédio (detergente)
pH 8,0 com 10 N NaOH (Hidréxido de Sodio)
Completar com dH20 p/ 100 ml
3) REAGENTE 2 — Tampao TE (10x)
100 mM Tris 1,21 g Tris base
20 mM Na2EDTA 0,744 g Na2EDTA

pH 7,0 com 10 N NaOH (Hidroxido de Sédio)
Completar com dH20 p/ 100 ml



4) Solugdo de Salina Saturada

NaCl 6M 174 g NaCl
Completar com dH20 p/ 500 ml
OBS:  Todos os reagentes devem ser guardados em Temperatura Ambiente;

A Proteinase K, o etanol 100% e 70% devem ser guardados no freezer a -20 °C.



