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RESUMO

A enzima Metiltetrahidrofolato redutase (MTHFR), responsavel pela liberacdo da forma ativa
de folato no organismo, pode ter sua eficiéncia reduzida mediante a presenca dos
polimorfismos MTHFR C677T e A1298C. Considerando que o folato participa de vias
metabdlicas como a sintese de nucleotideos e metilagdo de biomoléculas, o estudo desses
polimorfismos torna-se relevante na associacdo de dados progndsticos em pacientes com
carcinoma epidermoide oral, de orofaringe e de laringe tratados ou ndo com radioterapia.
Objetivou-se estudar os polimorfismos C677T (rs1801133) e A1298C (rs1801131) do gene
MTHFR como possiveis marcadores de radiossensibilidade tumoral em pacientes com
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoc¢o. A casuistica foi composta por 306 pacientes
avaliados segundo aos dados clinicopatolégicos, recidiva local, 6bito, sobrevida doenca
especifica, de acordo com a modalidade terapéutica utilizada para cada um desses casos.
Para andlise dos polimorfismos utilizou-se a técnica PCR-RFLP. As curvas de sobrevidas
foram avaliadas segundo o modelo Kaplan-Meier, e sua significancia confirmada pelo valor
de p de Wilcoxcon, sendo a margem de erro estipulado menor que 5%. Dentre as
caracteristicas prognosticas, as associacfes de recidiva local, 0bito e sobrevida livre de
doenca local ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos para ambos
polimorfismos em nenhum sitio anatdmico analisado. Entretanto, os pacientes com
carcinoma epidermoide de laringe tratados com radioterapia, apresentaram dados
significantes quando associados ao polimorfismo MTHFR C677T. Esta associacao
demonstrou que a presenca de pelo menos um alelo T, ou seja, a troca de um aminoacido
alanina por uma valina na enzima MTHFR, diminui em até trés vezes a chance de o paciente
vir a 6bito precocemente. Conclui-se assim, que o polimorfismo MTHFR C677T pode ser um
importante biomarcador para avaliagdo prognostica de pacientes com carcinoma

epidermoide de laringe tratados com radioterapia.

Palavras-chave: Metiltetrahidrofolato redutase, cancer de cabeca e pescoco, radioterapia.



ABSTRACT

The enzyme methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), responsible for the biological
release of folate’s active form, may have reduced activity when polymorphic variants C677T
and A1298C are present. Considering that folate participates in metabolic pathways that lead
to nucleotide synthesis and methylation, these polymorphisms are relevant for the prognostic
association with oral, oropharynx and larynx squamous cell carcinoma treated with
radiotherapy or not. This study analysed polymorphisms C677T (rs1801133) and A1298C
(rs1801131) as putative markers of tumor radiosensitivity. Our sample was made of 306
patients evaluated according to clinicopathological data, local disease relapse, death,
disease specific survival, in relation to therapeutic option used in each case. Polymorphism
were detected by PCR-RFLP. Survival curves were analysed according to the Kaplan-Meier
model and its significance confirmed by the p of Wilcoxcon, being the error margin set to less
than 5%. Associations between polymorphisms and local disease relapse, death and
disease-free survival were not statistically significant. In contrast, MTHFR C677T patients
with larynx SCC treated with radiotherapy showed that when at least T allele is present, there
is a 3x decrease in the chance of early death. Therefore, this polymorphism may be an
important biomarker for the prognostic evalution of larynx SCC patients treated with

radiotherapy.

Keywords: MTHFR, head and neck cancer, radiotherapy.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca que acomete grande numero de pessoas em todo o mundo. A carga
global de casos novos de cancer em 2030 sera de 21,4 milhdes, gerando 13,2 milhdes de
morte por tumores malignos. Isto em decorréncia do envelhecimento da populagcéo, bem
como reducdo da mortalidade infantil e das mortes causadas por doencas infecciosas nos
paises em desenvolvimento (INCA, 2014).

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) corresponde a 20% dos tumores
epiteliais malignos que acometem caucasianos (VASCONCELOS et al, 2014). Este tipo de
cancer possui subgrupos que correspondem a tumores nos sitios anatémicos da cavidade
oral, orofaringe, laringe, seios maxilares, cavidade nasal, tumores das glandulas salivares e
tireGide (MASSANO et al, 2006).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de CECP s&do o consumo de tabaco, alcool,
infeccbes por HPV e fatores genéticos. Esse tipo de cancer € mais comum em homens com
mais de 50 anos de idade (LLEWELLYN et al, 2001; DOBROSSY et al, 2005).

Ha evidéncias de que uma dieta rica em vegetais e frutas possa diminuir o risco de CECP.
Entretanto, as deficiéncias de micronutrientes como o folato, parecem estar associados ao
aumento do risco para esse tipo de cancer (NASKI et al, 2014; VANNUCHI, 2010; BALUZ et
al, 2002).

O tratamento do cancer € multimodal, envolvendo cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Nos
ultimos anos, esforcos foram feitos de modo a otimizar os resultados da radioterapia, pois
estudos evidenciaram que um aumento da dose mais direcionada ao tumor, pode gerar
menos danos aos tecidos adjacentes normais (BELCHER et al, 2014).

Com o aumento das pesquisas sobre os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento do cancer, ha o aprimoramento dos conhecimentos das vias metabdlicas
celulares que possam intervir na resposta ao tratamento radioterapico, favorecendo a
identificacdo de marcadores moleculares envolvidos no CECP

O &cido folico € um nutriente essencial para a sintese de nucleotideos, sendo fundamental

no metabolismo celular (FANIDI et al, 2014). A deficiéncia na biodisponibilidade de folato
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esta relacionada a enzima Metiltetrahidrofolato Redutase (MTHFR) cuja expressao pode ser
comprometida na presenca dos polimorfismos C677T e A1298C (NASKI et al, 2014,
VANNUCHI, 2010; GALBIATI et al, 2012; BALUZ et al, 2002).

Os polimorfismos do gene MTHFR C677T e A1298C, localizados no cromossomo 1p36.3 e
relacionados ao metabolismo do folato, foram escolhidos para serem avaliados quanto sua
associacado a radiossensibilidade tumoral, bem como a possivel eleicdo desses marcadores

moleculares como avaliadores prognosticos em relagéo ao tratamento radioterapico.



18

1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Cancer

O cancer é o nome utilizado para identificar mais de cem tipos diferentes de doencas com
caracteristicas semelhantes como: crescimento desordenado e capacidade de invasdo em
tecidos adjacentes. Essa desordem celular tem origem multifatorial e os fatores causais
podem agir em sequéncia ou conjuntamente para promover a carcinogénese (INCA, 2014).
Em geral, as caracteristicas iniciais da carcinogénese correspondem ao nucleo de células
basais aumentado, alteracdes na cromatina, com regides pouco condensadas e outras muito
condensadas, além de células com distirbios de tamanho, apresentando diferencas
citolégicas em relacdo as demais células do tecido original. Essas alteracdes, também
chamadas de displasias, sdo as primeiras alteracdes celulares visiveis com potencial ou ndo
para se tornarem células malignas (GIGLIOTTI et al, 2008).

O processo de surgimento do cancer ou a sequéncia clonal de células malignas ocorre
lentamente no organismo. Para que tal processo ocorra e prossiga S80 necessarias
transformacdes menos visiveis, a nivel molecular como mutacdes em genes reguladores e
controladores do ciclo celular, silenciamento na expressdo de proteinas que conduzem a
apotose e ativacdo exagerada de genes que conduzem a célula ao crescimento (ALBERTS
et al, 2010). Todas essas alteracdes possibilitam o crescimento desordenado de células
anormais em detrimento de células normais.

Essas mudancas celulares raramente ocorrem sem um fator iniciante ou fatores
estimulantes. Tais fatores, também ditos como carcinégenos, podem ser quimicos, fisicos ou
biolégicos a depender da sua origem e a forma de interagdo com o organismo. S&o
exemplos de carcindbgenos o alcool, tabaco, virus, radiacdes ultravioleta (BRASILEIRO
FILHO, 2009).
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A fase de progressao, geralmente posterior a fase dita como displasica, € na qual ocorre o
crescimento e proliferacdo de forma desordenada, apresentando 0s primeiros sinais e
sintomas detectaveis. Também é nessa fase de progresséo que as metastases sdo geradas
onde células malignas se desprendem do tecido, invadem a corrente sanguinea ou 0s vasos
linfaticos e formam novas colbnias células cancerosas que sdo chamados de tumores
secundérios (ALMEIDA, 2005).

O microambiente tumoral corresponde ao conjunto de alteracdes fenotipicas, fisiologicas e
metabdlicas que delimitam a regido do tumor. Essa microrregido apresentam metabolismo
acelerado com baixa concentracdo de glicose, elevada concentracdo de lactato, baixo pH,
pouco oxigénio disponivel, gerando hip6xia tumoral (TADDEI et al, 2013).

A ocorréncia de cancer no mundo € variavel, apesar das semelhancas nas alteracdes
genéticas que levam ao seu surgimento. Fatores como hereditariedade e o ambiente
(cultura, habitos de vida, situacdo socioecondmica, etc) sdo o0s principais responsaveis pelo
surgimento de tumores. Entretanto, as diferentes frequéncias alélicas possivelmente
responsaveis pelos diferentes tipos de cancer, variam de acordo com a populagéo, o que faz
mudar o cenario de susceptibilidade ou disposicdo particular do organismo, em gerar
neoplasias (WEINBERG, 2008).

De acordo com estimativas mundiais, em 2030, a carga global de céncer sera de 21,4
milhées de novos casos e 13,2 milhdes de mortes causadas por neoplasias. Isto como
reflexo do crescimento e do envelhecimento da populagdo, bem como da redugéo na
mortalidade infantil e das mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento
(IARC, 2008).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014-2015, aponta que, desconsiderando os casos de
cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 395 mil casos novos de cancer, 204 mil para o
sexo masculino e 190 mil para sexo feminino. Em homens, os tipos mais incidentes serédo os
canceres de proéstata, pulméao, colon e reto, estbmago e cavidade oral. Ja nas mulheres, os
de mama, célon e reto, colo do Utero, pulmao e glandula tireoide serdo os mais frequentes
(INCA, 2014).

O tratamento do cancer é feito de forma multimodal, incluindo cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. Para a melhor decisdo na escolha do tratamento, sdo considerados as

caracteristicas clinicas do tumor, o estadiamento, o tempo de descoberta da doenca,
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localizacéo e outros dados clinicos do paciente. O desenvolvimento da ciéncia e tecnologia
para diagnostico, bem como para o tratamento do cancer tem apresentado destaques, entre
eles, o uso de marcadores moleculares, permitindo um digndstico preciso e tratamento
personalizado, considerando as caracteristicas particulares de cada paciente (CHAWAPUN,
2006).

1.1.2 Carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco

7

"O céancer de cabeca e pescoco” € um termo coletivo definido com base na anatomo-
topografia para descrever os tumores malignos do trato aerodigestivo superior. Esta regido
anatdmica inclui a cavidade oral, faringe, laringe, seios maxilares, cavidade nasal, tumores
das glandulas salivares e tiredide. Um dos principais subgrupos do céncer de cabeca e
pescoco € conhecido como cancer oral ou da cavidade oral, que surgem nas membranas
mucosas da boca, ou seja, labio, a base da lingua, lingua, gengiva, assoalho da boca e
palato. O outro subgrupo compreende o céncer de faringe, que incluem a orofaringe,
hipofaringe e nasofaringe. Outros tumores que ocorrem nessa area como o0s do cérebro,
tiredide e melanoma, convencionalmente, ndo estéo incluidos no termo "céancer de cabeca e
pescoco”, portanto, sdo tratados separadamente (DOBROSSY, 2005)

O termo "cabeca e pescoco” € relatado na literatura como um termo de juncdo dos
carcinomas de células escamosas ou carcinoma epiderméide dessa regido anatdbmica, que
sdo responséaveis por 90% de todos os canceres da regido. Isto porque eles compartilham
fatores de risco comuns, e ha semelhancas em sua epidemiologia, tratamento e prognaostico.
(ALVARENGA et al, 2008; MASSANO et al, 2006; MEHROTRA E YADAV, 2006;
DOBROSSY, 2005).

Cerca de 40% dos canceres de cabeca e pescoco ocorrem na cavidade oral, 15% na
faringe, 25% na laringe. Carcinomas de células escamosas ou epidermodide ou espinocelular
abrange pelo menos 90% de todas as neoplasias malignas orais (COLOMBO et al, 2009;
MASSANO et al, 2006).
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Os dois principais fatores de risco relacionados ao cancer de cabeca e pescogo sao o habito
de fumar e o consumo excessivo de bebidas alcodlicas. O aumento na incidéncia de
carcinoma epidermdide da boca, faringe e laringe, tém sido associado ao consumo de alcool
desde a metade da década de 50, e estudos epidemiolégicos desses tumores tém mostrado
um efeito neoplasico a partir da ingestdo abusiva de alcool e uma correlacédo linear com a
duracéo e a quantidade do consumo (GIGLIOTTI ET AL, 2008).

Atualmente, mais de um bilhdo de pessoas sdo fumantes no mundo e no ano de 2030
estima-se que esse total podera chegar a dois bilhées. A maioria destes fumantes estara nos
paises em desenvolvimento, especialmente entre os jovens, pois sdo alvos da publicidade
para o consumo do tabaco, bem como o de bebidas alcodlicas (FILHO et al, 2010).

A idade dos acometidos com o cancer de cabeca e pesco¢o € superior aos 40 anos, em
especial homens, porém ha um aumento de jovens que adquirem a doenca, bem como
mulheres, em especial devido a grande exposicdo aos fatores de risco. A promocao de
politicas de prevencgdo do tabagismo e uso abusivo de alcool sdo as op¢des para a reversao
desse quadro crescente da doenca, porém é uma medida a longo prazo e, por isso, nao
muito promissora (LLEWELLYN et al, 2001) . Tal observacdo faz-se relevante pois sao
esses "novos" iniciantes no uso do alcool e do tabaco sdo os que poderdo desenvolver
neoplasias no futuro.

O consumo de tabaco e alcool, separadamente, aumentam de 2 a 3 vezes o risco de cancer
na cavidade oral e faringe. Quando esses dois elementos estdo associados, o risco aumenta
em 15 vezes tanto em homens quanto em mulheres (MEHROTRA E YADAV, 2006;
DOBROSSY, 2005).

O fumo e o consumo de alcool sédo, geralmente, fatores coexistentes tornando dificil avaliar
seus efeitos individualmente. Sugere-se que 0 sinergismo ocorra porque o alcool aumenta a
penetracdo de carcin0genos do tabaco na mucosa oral, agindo através de uma maior
solubilizacdo destes, ou por aumento da permeabilidade da mucosa. Carcindégenos
derivados do tabaco (nitrosonornicotina ou NNN) atravessam o interior da célula, exercendo
injurias diretamente no DNA. Em associagdo, o etanol altera o metabolismo hepatico,
podendo induzir determinados sistemas enzimaticos capazes de ativar procarcinégenos
liberados pelo tabaco (CARRARD et al, 2008).

Um outro fator de risco que tem sido relevante nos casos de cancer de cabeca e pescoco é



22

a infeccdo pelo Virus do Papiloma Humano (HPV). O DNA do HPV foi detectado em
amostras de bidpsia de 766 tipos de cancer da cavidade oral e 18,3 % de 142 tipos de
cancer da orofaringe. O HPV 16 é a subespecie mais comum encontrada nos casos de
cancer de cavidade oral e orofaringe, correspondendo a 94,7% das amostras histoldgicas
confirmadas. A particularidade desse agente etiologico € que a presenca do virus tem sido
associada a um melhor prognéstico da doenca (SINHA et al., 2013; PETERS et al., 2013;
NELKE et al., 2013).

De acordo com a estimativa do INCA (2014), o Brasil no ano de 2014, tera 11.280 casos
novos de cancer da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres. O cancer de cavidade
oral tem maior incidéncia na regido sudeste, quando comparada com outras regides do pais,
sendo S&o Paulo o estado de maior prevaléncia desse tipo de cancer. Estes dados estdo
associados diretamente a populacdo fumante nesse locail, uma vez que Sé&o Paulo €,
também, o estado de maior nimero de fumantes (INCA, 2014; FILHO et al, 2010).

Os fatores relacionados aos dados progndsticos dos pacientes com carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco, entre outros, sdo a idade, habito etilista, tabagismo, sitio anatémico
acometido e terapia utilizada.

O tempo de sobrevida dos pacientes €, em média, 5 anos para estagios iniciais da doenca
(estagios | e 1) e 30% dos individuos em estagio avancado sorevivem (MEHROTRA E
YADAV, 2006).

O tratamento do cancer varia de acordo com o estagio em que ele se apresenta, no qual
tumores diagnosticados em estagio iniciais sdo tratados com cirurgia ou radioterapia, e
tumores em estagios avancados necessitam de tratamento multimodal. Cerca de 2/3 dos
carcinomas epidermdides de cabeca e pescoco sdo descobertos ja em estdgio avancado
com linfonodos regionais acometidos. A metastase a distancia acomete aproximadamente
10% dos pacientes, o que diminui muito a sobrevida destes (GALBIATTI et al., 2012).

Nos casos de tumores avancados o tratamento unimodal ndo apresenta boa eficiéncia,
podendo ocorrer recidivas e necessidade de tratamentos multimodais (LI et al.,, 2013).
Entretanto, esse tratamento multimodal envolvendo radioterapia e quimioterapia, constumam
ocasionar grande toxicidade aos pacientes (LEE et al., 2011).

As deficiéncias de micronutrientes parecem estar associados ao aumento do risco para o

cancer de cabeca e pesco¢co. Ao mesmo tempo, h4 evidéncias de que uma dieta rica em
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vegetais (especialmente ricos em carotenos) e frutas, provavelmente, diminui o risco. Isto
porque componentes presentes em alguns vegetais e frutas agem como fatores de
transcrigao, agindo diretamente no DNA, favorecendo a expressao de enzimas antioxidantes
(GIGLIOTTI ET AL, 2008; DOBROSSY, 2005).

A deficiéncia de folato devido a destruicdo pelo acetaldeido (metabdlito do etanol) é
frequente em alcoolistas e contribui para uma inibicdo da transmetilagdo, que € um
importante fator na regulacdo de genes envolvidos na carcinogénese. Além disso, sabe-se
gue o folato participa da sintese de purinas, especialmente do timidilato, e a deficiéncia
desse componente prejudica a biosintese de nucleotideos que compdem o DNA e 0 RNA
(VANNUCCHI, 2010).

Estudos que verificam a expressdo alterada de enzimas através dos polimorfismos
presentes em seus genes codificantes sdo relatados como possiveis marcadores
moleculares para adequacéo do tratamento nos casos de cancer de cabeca e pescoco.

A utilizacdo da radioterapia € importante pois auxilia na regressao tumoral e aumenta a taxa
de sobrevida livre de doenca quando comparado apenas a cirurgia. Os efeitos desse
tratamento incluem: dor no corpo, xerostemia, dificuldade na fala, saliva pegajosa,
depressao e, principalmente, dificuldade para comer, (MOORE et al., 2013). Devido a esses
desconfortos aos pacientes, estudar formas de avaliar a eficiéncia desse tratamento através
da andlise de polimorfismos, pode ser relevante.

O diagndstico preciso e precoce do cancer sao 0s principais desafios da ciéncia nos dias
atuais. Por isso, a busca por marcadores moleculares que possam fornecer dados
prognosticos, além de promover um acompanhamento do tratamento, é algo promissor e
muito estudado.

Segundo Belcher et al. (2014) as terapias moleculares estdo sendo associadas ao
tratamento dos pacientes com CECP, gerando expectativas promissoras de que 0s
componentes genéticos especificos do tumor de cada paciente, possam ser alvo de

tratamentos personalizados.
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1.1.3 Bioquimica do folato e sua relagcdo com a sintese de nucleotideos

Os folatos compdem a familia de vitaminas do grupo B que tem papel vital na sintese de
acidos nucleicos e na regeneracao de metionina. A partir da metionina, ocorre a formacéo de
S-adenosilmetionina (SAM), que serve como doadora de grupamentos metil em varias
reacdes de metilacdo como no DNA, RNA e de proteinas (NASKI et al, 2014).

A metilacdo do DNA é um proceso determinante na expressao de genes que sofrem
influéncia epigenética, na estabilidade do DNA, integridade da dupla fita e mutagénese. O
folato também desempenha um papel essencial na sintese de novo de purinas e de
timidilato, o que é necessario na replicacdo e reparacdo do DNA (KIM, 2000). Assim, a
distribuicdo desviante de grupos metil devido ao metabolismo anormal do folato, afeta tanto
processos de metilagio de DNA quanto desempenham um papel essencial no
desenvolvimento de canceres. Folato anormal também foi implicado no desenvolvimento de
doencas como: doencas cardiovasculares, defeitos do tubo neural, labio leporino e fenda
palatina (VANNUCHI E MELO, 2009).

A principal fonte de acido folico em mamiferos € a dieta (verduras, legumes, laranja e
figado). Folatos dietéticos existem principalmente na forma de glutamato polinsaturados e
nao sdo capazes de atravessar a membrana celular quando a cauda do glutamato é maior
do que trés residuos. Portanto, no intestino delgado de humanos onde o folato € absorvido,
ocorre a hidrolise desse composto em monoglutamatos, este processo € catalisado por uma
carboxipeptidase exopeptidase glutamato Il (GCPII) que esta ancorada na borda da
membrana apical intestinal. Apés a hidrélise, o folato (monoglutamato) é transportado para
dentro das células por dois mecanismos principais: canais idnicos com afinidade por folatos
reduzidos e endocitose através de receptores de folato (NASKI et al, 2014).

O folato regula processos metabdlicos através de um caminho complexo que envolve pelo
menos 30 enzimas diferentes (SUZUKI et al, 2007), uma versdo simplificada dessas vias

metabdlicas pode ser acompanhada na figura 1.
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Figura 1: Metabolismo do folato - DHFR, dihidrofolato redutase; SHMT1, serina hidroximetil-transferase 1; B6,
vitamina B6; MTHFR, metiltetrahidrofolato redutase; B2, vitamina B2; TS, timidilato sintase; MTR, metionina
sintetase; B12, vitamina B12; MTRR, redutase metionina sintase; DHF, dihidrofolato; THF, tetrahidrofolato;
5,10-MTHF, 5,10-metiltetrahidrofolato; 5-MTHF, 5-metiltetrahidrofolato; dUMP, monofosfato deoxiuridina;
dTMP, monofosfato deoxitimidilato; 10-Formil THF, 10-formil tetrahidrofolato; SAM, S-adenosilmetionina Fonte:
NASKI et al, 2014.

A enzima dihidrofolato redutase catalisa a reducdo de acido félico ou de dihidrofolato
dietético para tetrahidrofolato, a forma predominante de folato no plasma. Os compostos de
folato séo reduzidos, de modo a participar como coenzimas, desempenhando um papel
importante em muitos processos metabdlicos (Figura 1) (FANIDI et al, 2014; GALBIATTI et
al, 2012; SUZUKI et al, 2007; BLOUNT et al, 1997).

A enzima MTHFR realiza uma acéo central do metabolismo do folato, uma vez que catalisa
irreversivelmente a conversao de 5,10-metileno a 5-metiltetraidrofolato, a forma primaria de
folato circulante. O substrato desta reacdo (5,10-MTHF) € vital para a sintese de DNA,

enquanto o 5-MTHF é fornecedor de radicais metil para regeneracdo de homocisteina em
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metionina, que metabolizada gera SAM, fundamental nas reacdes de metilacdo celulares
(KAI LI, et al, 2014; KEUM et al, 2014; KAWAKITA et al, 2012).

Durante a sintese de nucleotideos, o 5-metil-THF participa das reacdes de doacdo de um
carbono favorecendo a formacgéao de purinas. O 5,10-metil-THF também desempenha papel
fundamental na metilacdo do desoxiuridilato monofosfato (dUMP) para deoxitimidilato
monofosfato (dTMP). Esta reacéo € a Unica fonte de novo de timidina e o passo limitante de
velocidade na sintese do DNA de mamiferos (SUZUKI et al, 2007; BLOUNT et al, 1997;
CHEN et al, 1999).

O 5-metil-THF doa grupos metil para a remetilacdo de homocisteina em metionina.
Metionina, por sua vez atua como um substrato para a S-adenosilmetionina (SAM), um
grupo dador de metil para reacdes de metilacdo, incluindo o metilacdo de DNA, RNA,
neurotransmissores, lipideos e proteinas, como a histonas. Apds doar seu grupo metil, SAM
€ convertida em S-adenosilhomocisteina (HAS), um inibidor competitivo de varias
metiltransferases. Se SAM é um potente inibidor da enzima MTHFR, quando SAM esta
presente em elevada concentracdo, MTHFR ¢€ inibida, o que diminui a sintese de 5-metil-
THF, e, portanto, remetilacdo de homocisteina. Este processo também prejudica a sintese
de nucleotideos, bem como o processo normal de metilagcdo (VANNUCHI, 2010).

Essas reacfes bioquimicas complexas do folato envolvendo transferéncia de um carbono a
partir de aminodacidos tais como serina, glicina e metionina sdo essenciais para a sintese de
nucleotideos sendo, por isso, alvo do nosso estudo.

Sendo assim, a deficiéncia de folato pode resultar em ineficiéncia na sintese de DNA,
principalmente em células com replicagcdo aumentada. Além disso, a baixa biodisponibilidade
de folatos favorece a incorporacdo errada de uracil no DNA, favorecendo, possivelmente,
guebra da dupla fita e instabilidade cromossémica em células tumorais (FANIDI et al, 2014;
NASKI et al, 2014; KEUM et al, 2014).
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1.1.4 Polimorfismos do gene MTHFR e sua associa¢cdo com o cancer

A enzima metiltetrahidrofolato redutase é codificada pelo gene MTHFR que esta localizado
no cromossomo 1p36.3 (NASKI et al, 2014). Vérios polimorfismos no gene MTHFR foram
relatados, entretanto polimorfismos mais estudados s&o:

1) C677T:. C — T no nucleotideo 677, resultando numa conversao de alanina para valina na
sequéncia de cédons 222 da proteina (CHEN et al, 1999).

2) 1298C: A—» C no nucleotideo 1298, levando a substituigdo de uma alanina para
glutamina na sequéncia 430 de cédons da proteina (BOCCIA et al, 2009).

No polimorfismo MTHFR C677T verificou-se que heterozigotos variantes (CT) tém 65% da
atividade da enzima ao passo que os homozigotos mutantes (TT) tém 30% da atividade
enzimatica. Foi relatado que individuos com gendtipo TT, possuem niveis plasmaticos de
folato e vitamina B12 reduzidos, contudo tem altos niveis de homocisteina (BALUZ et al,
2002).

Da mesma forma que o polimorfismo MTHFR C677T, o A1298C tem sido relatado como
capaz de reduzir a atividade da enzima em 30-40% em homozigotos mutantes (CC), quando
comparados aos homozigotos normais (AA) (GALBIATTI et al, 2012; SAILASREE et al,
2011).

Alteracbes no metabolismo do folato, afetam a biossintese de DNA e sua metilacéo,
processos cruciais na carcinogénese. O primeiro mecanismo pode alterar a integridade da
replicacdo do DNA por falta de precursores (nucleotideos), contribuindo para instabilidade e
comprometendo mecanismos de reparo. O segundo mecanismo que contribui para o
desenvolvimento do cancer € a metilcdo anormal (VANNUCHI, 2010).

A metilacdo dos residuos de citosina de pares dinucleotidicos citosina-guanina (CpG) é um
fator epigenético determinante na expressao de varios genes e tem um papel fundamental
na manutencao da estabilidade do DNA. Hipermetilacdo de regides promotoras de genes
supressores tumorais resulta em perda da funcédo do gene, enquanto que a hipometilacao
global de genes, resulta em instabilidade cromossdmica e um aumento de eventos

mutacionais. Deficiéncia de acido folico na dieta a longo prazo em humanos, resulta em
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hipometilacdo do DNA global, que é reversivel com a reposicdo dos niveis de folato
(VANNUCHI e MELO, 2009).

Outro mecanismo pelo qual a deficiéncia de folato pode perturbar a integridade do DNA e
promover a carcinogénese é a reducdo da sintese de timidilato levando a incorporagao
errada de uracila no DNA. A remocéao da uracila incorporada ao DNA pode gerar quebra da
cadeia Unica, aumentando o risco de cancer. Essas quebras no DNA devido a presenca de
uracila, ocorrem em individuos com deficiéncia de folato, sendo possivel a reversdo desse
guadro quando a biodisponibilidade do folato € restaurada (BLOUNT et al, 1997).

Varios estudos avaliaram a associacdo do polimorfismo MTHFR C667T com céancer de
cabeca e pescoco (KRUSZYNA et al, 2010;. KURESHI et al, 2004;. NEUMANN et al, 2005;
RELJIC et al, 2007; SOLOMON et al, 2008; SUZUKI et al, 2007; VAIRAKTARIS et al, 2006;
WEINSTEIN et al, 2002). Destes, apenas trés estudos confirmaram uma associacao do
polimorfismo MTHFR C677T com um risco de cancer de cabeca e pescoco (RELJIC et al,
2007; SOLOMON et al, 2008; VAIRAKTARIS et al, 2006).

Vairaktaris et al. (2006) estudaram 110 pacientes com cancer de boca e 102 individuos sem
cancer entre os aleméaes e 0s gregos e descobriram que o0 genétipo 677CT foi associado
com um risco aumentado de cancer. Em contraponto, Reljic et al. (2007) conduziram um
estudo com 81 pacientes com cancer de cabeca e pescoco e 102 individuos de caso-
controle sem histérico de cancer entre a populacdo croata e descobriram que o genotipo
677TT diminui o risco de doenca. Por outro lado, Solomon et al. (2008) avaliaram 126
individuos que eram etilistas (33 consumidores cronicos e significativas de alcool, 56
consumidores moderados de alcool e 37 bebedores sociais) e que tiveram cancer de boca e
descobriram que o gendétipo 677TT foi associado ao grupo de consumidores cronicos e
moderados de alcool.

Variante A1289C também tem sido associada com o risco de cancer de cabeca e pescoco,
no entanto os dados sobre o risco de cancer de cabeca e pescoco em relacdo ao
polimorfismo MTHFR A1298C sao contraditérios (NASKI et al, 2014; SUZUKI et al, 2007).
Estudos de Suzuki et al. (2007) e Kruszyna et al. (2010) ndo encontraram nenhuma
associacao entre esse polimorfismo e o risco de carcinoma de cabeca e pescoco.

O fato de que o metabolismo do folato pode afetar tanto a sintese de DNA quanto a

metilag&o, faz com que genes variantes ambientais sejam candidatos atraentes no estudo de
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susceptibilidade ao cancer (KEUM et al, 2014). Estes incluem a ingestédo dietética de acido
félico e polimorfismos funcionais nos genes que codificam enzimas do metabolismo do
folato, como a MTHFR, alvo do nosso estudo.

Com base nesses dados, propde-se que a andlise de polimorfismos gene MTHFR (C677T e
A1298C) possam auxiliar no acompanhamento dos pacientes tratados com radioterapia,
sendo possiveis marcadores de progndstico para pacientes com cancer epidermdide de
cabeca e pescoco.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os polimorfismos C677T (rs1801133) e A1298C (rs1801131) do gene MTHFR como
possiveis marcadores de radiossensibilidade tumoral em pacientes com carcinoma

epidermdide de cabeca e pescoco, tratados ou ndo com radioterapia.

2.2 Objetivos Especificos

e Associar 0os genétipos obtidos com o progndstico dos pacientes que apresentam
carcinoma oral, de orofaringe e de laringe, analisando dados clinicopatologicos,
recidiva local, Obito, sobrevida doenca especifica, de acordo com a modalidade

terapéutica utilizada para cada um desses casos;

e Relacionar os gendétipos dos pacientes avaliados com a radiossensibilidade tumoral

nas neoplasias de cavidade oral, orofaringe e laringe.



%éi 22 .
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3. METODOLOGIA

3.1 Consideracg®es éticas

O material utilizado para a realizacédo do estudo foi coletado apds entrevista e assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido. O DNA extraido das amostras de sangue
coletadas estao sob responsabilidade do Dr. Marcos Brasilino de Carvalho - Coordenador de
Grupo no Projeto Genoma do Hospital Heli6polis/SP — e da Dra. Eloiza Helena Tajara da
Silva - Coordenadora do Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e Pescoco. Todos
os dados clinicos obtidos e as informacfes contidas nos prontuarios sdo mantidos em sigilo,
garantindo assim a confidencialidade das informacdes. O Projeto Genoma Clinico do Cancer
de Cabeca e Pescoco (projeto mestre, do qual esta dissertacdo faz parte) foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob protocolo de ntimero 135, conforme anexo
1.

3.2 Casuistica

Para analise dos polimorfismos selecionados, foram avaliados 306 pacientes com cancer
epidermdide de cabecga e pescoco tratados no Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescocgo do
Hospital Helidépolis entre o periodo de 2001 a 2011. Todos os pacientes estudados foram
submetidos a cirurgia.

A incluséo dos pacientes no estudo restringiu-se aos carcinomas epiderméides de cavidade
oral, orofaringe e laringe. Todos os casos possuem confirmacado histolégica do diagndstico

oncolégico e ndo foram previamente submetidos a qualquer forma de tratamento para a
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doenca em questdo. Os casos com diagnostico de metastase a distancia foram excluidos
deste estudo.

Apods o tratamento incial e tendo seguimento de pelo menos 24 meses, 0 acompanhamento
dos pacientes foi feito por uma equipe multidisciplinar de acordo com a rotina estabelecida
no servico do hospital. Os registros incluem informacdes epidemiolégicas abrangentes
qguanto aos fatores de risco relacionados a doenca.

Os critérios utilizados para o diagndstico da doencga primaria incluem a suspeita clinica
através de anamnese e exame fisico, e posterior confirmacdo com exame histopatolégico do
produto de biépsia.

A suspeita clinica para metastase cervical (N+) inclui exame fisico e radioldgico confirmados
pela andlise histologica do esvaziamento cervical. Em alguns casos foi utilizada a puncao
aspirativa por agulha fina (PAAF) para coleta de material e analise citologica.

O perfil dos 306 casos estudados € composto por 40 mulheres (13,1%) e 266 homens
(86,9%). A faixa etaria apresentada foi: 7 pacientes com menos de 40 anos (2,3%), 69
pacientes com idade entre 41 e 50 anos (22,5%), 121 pacientes com idade entre 51 e 60
anos (39,5%), 80 pacientes com idade entre 61 e 70 anos (26,1%) e 29 pacientes com idade
superior a 70 anos (9,5%).

Quanto ao tabagismo, foram considerados néo tabagistas os individuos que pararam de
fumar a mais de um ano ou que nunca fumaram, essa caracteristica foi encontrada em 87
pacientes (28,4%). Os individuos considerados fumantes corresponderam a 219 pacientes
(71,6%). O habito etilista foi constatado em 149 pacientes (49,7%) e 157 pacientes (51,3%)
foram considerados néo etilistas (Tabela 1).

No decorrer das analises, os carcinomas de cavidade oral e orofaringe foram associados em
um unico grupo devido a apresentarem caracteristicas semelhantes de histopatologia e
tratamento desenvolvido. Dessa forma, estudou-se 206 amostras de cavidade oral e

orofaringe e 100 amostras de laringe, dados apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Perfil epidemioldgico dos pacientes com CECP

Total Sttio
Caracteristicas epidemioldgicas Oral, orofaringe Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Género

Feminino 40 13,1 31 15,0 9 9,0

Masculino 266 86,9 175 85,0 91 91,0
Faixa etaria, anos

<40 7 2,3 6 2,9 1 1,0

41-50 69 22,5 46 22,3 23 23,0

51-60 121 39,5 83 40,3 38 38,0

61-70 80 26,1 51 24,8 29 29,0

>70 29 9,5 20 9,7 9 9,0
Tabagismo

Nao 87 28,4 58 28,2 29 29,0

Sim 219 71,6 148 71,8 71 71,0
Etilismo

Ndo 157 51,3 103 50,0 54 54,0

Sim 149 48,7 103 50,0 46 46,0
Total 306 100,0 206 67,3 100 32,7

3.3 Extracdo de DNA em sangue periférico

Para a extracdo do DNA de sangue periférico foi utilizada a metodologia de extracéo por sal,
na qual o sangue coletado foi misturado a 25 MI da Solugdo Tampédo 1, composta por
1550mM Cloreto de Aménio (82,91g), 100 mM Carbonato acido de Potassio (10,01g), 10mM
EDTA, pH: 7,4 (50 Ml de EDTA 0,2 M. pH: 7,4) e quantidade suficiente para 1000ml de agua
Milli-Q.

Em seguida, o material foi homogeneizado por inversdao e mantido no gelo por 30 minutos.
Apos esse periodo, foi centrifugado por 15 minutos a 1800 rpm a 4°C e o sobrenadante
descartado. Ao pellet formado, foi adicionado 5 MI da Solucdo Tampéao 1 e centrifugado por

5 minutos a 1800 rpm a 4°C.
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Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido através de agitacéo
em 3 ml da Solugdo Tampéao 2, composta por 100 mM Tris-HCI, pH: 8,0 (10 MI Tris 1M, pH:
8,0), 400 mM NacCl (23,38 g), EDTA (10 MI EDTA 0,2 M; pH: 8,2) e quantidade suficiente
para 1000 Ml de Agua Milli-Q. Em seguida, adicionou-se junto & solucdo, 10 [l de
proteinase-K e posteriormente 300 ML de SDS 10%. Em seguida, a solucéo foi incubada a
37°C por 16 horas.

Apoés o periodo de repouso, foi adicionado 1 Ml de NaCl saturado (6 M) e homogeneizado
vigorosamente por 15 segundos (vortex), e centrifugado em seguida por 20 minutos a 3000
rom. Apos esse periodo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde o DNA foi
precipitado e adicionado 2 volumes de etanol absoluto em temperatura ambiente. O DNA
precipitado foi icado e passado no etanol 70% em temperatura ambiente.

Posteriormente, o DNA foi dissolvido em um tubo contendo 800 uL de TE — composto por 10
mM Tris (1 MI Tris 1 M, pH: 7,5), 1 mM EDTA (0,5 Ml EDTA 0,2 M; pH: 7,4) e quantidade
suficiente para 1000 Ml de agua Milli-Q — e incubado a 65°C por 30 minutos e

posteriormente armazenado em congelador -20°C.

3.4 Regides do gene MTHFR estudadas e Técnica de PCR-RFLP

Os polimorfismos do gene MTHFR C677T (rs1801133) e A1298C (rs1801131), localizados
no cromossomo 1p36.3, foram escolhidos devido estarem relacionados ao metabolismo do
folato. Para a amplificacdo das regides de interesse foi realizada a técnica de PCR- RFLP,
no termociclador Veriti® Thermal Cycler da Applied Biosystems. A reacdo de RFLP revela
polimorfismos devido a presenca ou auséncia de sitios de restricdo, que sao identificados
com a utilizagdo de enzimas de restrigao.

A tabela 2 descreve a sequéncia dos primers utilizados na reacdo de PCR e os fragmentos
gerados apos a reacao de PCR.

ApOs a padronizacao da reacdo de PCR, foram alcancadas as condi¢des fisicas e quimicas

ideais para a realizacéo do experimento. Os detalhes deste estao representados nas tabelas



37

3 e 4, respectivamente.

Tabela 2: Sequéncia de primers e seus respectivos fragmentos obtidos através da PCR.

) ) _ _ Fragmento
Polimorfismo Sequéncia dos Primers _
obtido
5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3'
MTHFR
677C>T 5'TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3' 198pb
(Ala222Val)
5'CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC3’
MTHFR
1298A>C 5'ACTTTGTGACCATTCCGGTTTGS 163pb
(Glu430Ala)
Tabela 3: Condicdes fisicas da técnica de PCR.
Condicdes fisicas MTHER MTHER
677C>T 1298A>C
Ciclos 40 40
Desnaturacgao
94°C; 60seg 94°C; 30seg
Anelamento 60°C 60°C
Extenséo

72°C; 60seg 72°C; 30seg
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Tabela 4: Condi¢bes quimicas da técnica de PCR.

Condi¢des quimicas Volume
Taq Platinum DNA Polimerase 0,2ul
25 mM de primer F/R 0,6 ul
10 mM de dNTP 0,3 l
50 mM de MgCI2 0,45 ul
10X buffer 1X
H.0 ultrapura 10,35 pl
Produto de PCR 1l
Volume final 15ul

As reacOes de digestdao (RFLP) foram padronizadas conforme indicacdo do protocolo do
fabricante. As condi¢des quimicas e fisicas ideais estdo apresentadas na tabela 5.



Tabela 5: Condi¢des quimicas e fisicas da reacao de RFLP.
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. . MTHFR
Condic¢des quimicas
677C>T
Enzima Hinfl 0,17 pl (LU/L)
Buffer 1l
Produto 5ul
H,O ultrapura 3,83l
Condicdes fisicas
37°C
Temperatura
Tempo 1h e 20min

MTHFR
1298A>C

Mboll 0,16 ul (1U/L)
0,84pl
5ul
3ul

37°C

16h

3.5 Visualizacéo e anélise do produto

Os produtos da digestao foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 3%,

por 35 minutos a 150 volts e corados com Brometo de Etidio. O resultado obtido em cada

uma das regides esta apresentado na figura 2.
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B

Figura 2: : Gel de agarose 3% (A) e 4% (B) corado com Brometo de Etidio. A) MTHFR C677T:1-Ladder 100g
CC (Homozigoto selvagem - Ala222Ala); 3-TT (Homozigoto variante - Val222Val); 4-CT (Heterozigoto - Ala22z
B) MTHFR A1298C: 1-Ladder 50pb; 2- AC (Hetero Heterozigoto -Glu430Ala); 3-CC (Homozigoto varial
Ala430Ala); 4-AA (Homozigoto selvagem - Glu430Glu).

3.6 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizada a margem de erro estipulado em menor que 5%, de
acordo com o teste de significancia de Lilliefors (significancia quando p <0,05). Para os
testes de associacao foram utilizados o teste Qui-quadrado e quando necessario, 0 teste
exato de Fisher. Para a analise da sobrevida foi calculado o intervalo de tempo (em meses)
entre as datas de cirurgia e Obito de cada paciente, ou do Ultimo retorno nos casos
sobreviventes. Adicionalmente, o intervalo de tempo para a analise da sobrevida livre de
doenca local foi calculado utilizando como ponto final a data da recidiva local ou a data do
ultimo retorno nos casos assintomaticos. As curvas de sobrevidas foram avaliadas segundo
o0 modelo Kaplan-Meier, e sua significancia confirmada pelo valor de p de Wilcoxon.

As andlises de regresséao logistica multivariada e de Cox Proportinal Hazard foram utilizadas
para ajustar os valores de Odds ratio (OD), Hazard ratio e Intervalo de Confianca (IC 95%)
dos resultados significativos. A relacdo clinico-biolégica e o valor de p<0,10 foram
considerados para selecionar as variaveis a serem utilizadas no modelo de analise
multivariada. Os calculos estatisticos foram realizados com a utilizacdo do software Epi
Info® v3.4.3.



Resulbades
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4. RESULTADOS

4.1 Analise descritiva

4.1.1 Analise clinicopatoldgica

Os pacientes analisados foram caracterizados quanto as caracteristicas clinicopatolégicas
dos pacientes (tabela 6). O primeiro dado apresentado refere-se ao estadio do tumor,
separados divididos em 4 estadios. Conforme classificacdo, o grupamento por estadios €
realizado conforme as caracteristicas TNM do tumor, sendo T tamanho do tumor, N aos
linfonodos acometidos e M relaciona-se as metastases a distancia. Sendo assim, o estadio |
agrupa os tumores que apresentam T1NOMO, o estadio Il os tumores com T2NOMO, estadio
lIl os tumores T1,T2, T3NO e N1 e o estadio IV qualquer T e N2 (INCA, 2014).

Dos pacientes avaliados, 35 apresentaram tumores no estadio |, sendo que 21 pacientes
correspondem ao grupo com tumores da cavidade oral e orofaringe, e 14 pacientes com
tumores da laringe. No estadio Il, foram 49 pacientes, sendo 36 pacientes com CE da
cavidade oral e orofaringe, e 13 pacientes com CE de faringe. No estadio Ill, foram 67
pacientes, dos quais 48 pacientes apresentaram CE da cavidade oral e orofaringe, e 19
pacientes com CE de faringe. J& no estadio 1V, 155 pacientes foram confirmados no total,
entre eles, 101 com tumores na cavidade oral e orofaringe e 54 com tumores na laringe
(tabela 6).

A classificacdo patolégica dos tumores de acordo com seu tamanho (pT1, pT2, pT3 e pT4),
revelou que 41,2% dos tumores estdo classificados como pT1/pT2; 25,2% como pT3 e
33,7% como pT4, distribuidos nos trés sitios anatdbmicos.

Na analise de linfonodos acometidos (pN) e confirmados pela anatomia patologica, foi



43

observado que 163 pacientes apresentaram resultado negativo e 143 apresentaram
resultado positivo. Na cavidade oral e orofaringe, 110 pacientes apresentaram linfonodos

acometidos, enquanto na laringe, apenas 33.

Tabela 6: Perfil clinicopatolégicos dos pacientes com CECP.

Sitios
Caracteristicas Total Oral, .
- - ) Laringe
clinicopatolégicas Orofaringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Estadio

I 35 11,4 21 10,2 14 14,0

I 49 16,0 36 17,5 13 13,0

[l 67 21,9 48 23,3 19 19,0

v 155 50,7 101 49,0 54 54,0
Tamanho do tumor (pT)

pTl, pT2 126 41,2 94 45,6 32 32,0

pT3 77 25,2 58 28,2 19 19,0

pT4 103 33,7 54 26,2 49 49,0
Linfonodos acometidos (pN)

Negativo 163 53,3 96 46,6 67 67,0

Positivo 143 46,7 110 53,4 33 33,0
Total 306 100,0 206 67,3 100 32,7

4.1.2 Caracteristicas do tratamento

Para determinacdo das caracteristicas do tratamento foram avaliadas as respectivas
variaveis: cirurgia, radioterapia, quimioterapia e margens cirurgicas livres ou acometidas
dados apresentados na tabela 7. Todos os pacientes desse estudo passaram por
procedimento cirurgico.

O tratamento radioterapico foi aplicado para 157 pacientes (51,3%), ao passo que 149
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pacientes (48,7%) nao realizaram radioterapia. Distribuindo as analises por sitio anatdémico,
tem-se que 105 pacientes com CE oral ou de orofaringe ndo passaram pelo tratamento
radioterapico, enquanto 101 foram tratados. Dos pacientes com CE de laringe, 52 néo
passaram pela radioterapia e 48 passaram pelo tratamento (tabela 7).

Os pacientes tratados com quimioterapia foram apenas 20 individuos, sendo 286 os
pacientes nao tratados (93,5%). Destes néo tratados, 190 casos apresentam tumores na
cavidade oral ou orofaringe e 96 apresentam tumores na laringe.

Quanto as margens cirurgicas, 86,9% dos pacientes apresentaram margens livres de

tumores, enquanto, 12,9% possuiam margem cirirgica comprometida (tabela 7).

Tabela 7: Caracteristicas do tratamento dos pacientes com CECP.

Sitios
Caracteristicas do tratamento Total Ora_l, Laringe
Orofaringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Radioterapia

N&o 157 51,3 105 51,0 52 52,0

Sim 149 48,7 101 49,0 48 48,0
Quimioterapia

Néo 286 93,5 190 92,2 96 96,0

Sim 20 6,5 16 7,8 4 4,0
Margens cirargicas

Livres de Tumor 266 86,9 176 85,4 90 90,0

Positiva 40 13,1 30 14,6 10 10,0
Total 306 100,0 206 67,3 100 32,7

4.1.3 Fatores de prognéstico

Foram estudados dados de recidiva local que analisa o retorno da doenca no local do tumor
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primario, bem como dados relacionados ao oObito.

Durante as analises, alguns dados foram classificados como “ndo avaliados”. No caso de
recidivas, isso ocorreu devido a ndo eliminagdo total do tumor apds cirurgia, quimioterapia
e/ou radioterapia. Por isso, 0 reaparecimento do tumor ndo pode ser considerado recidiva,
mas tumor residual. Nos casos de Obito, esses pacientes considerados "nédo avaliados”,
morreram por outros motivos ndo relacionados ao cancer, sendo assim eliminados da
andlise estatistica.

Os resultados de recidiva local mostram que 59,2% dos pacientes nao recidivaram e 22,5%
recidivaram, sendo que 18,3% nédo puderam ser avaliados, pelos motivos ja citados. Quanto
aos sitios anatdémicos, 114 possuiam tumores na cavidade oral ou orofaringe e os outros 67
na laringe (tabela 8).

Do total de pacientes, 119 vieram a Obito (38,9%), sendo 82 acometidos por tumores na

cavidade oral e orofaringe e 37 na laringe (tabela 8).

Tabela 8: Analise de prognéstico dos pacientes com CECP.

Sitios
Dados do acompanhamento Total Ora_l, Laringe
Orofaringe
NoO. (%) NoO. (%) No. (%)

Recidiva local

Nao 181 59,2 114 55,3 67 67,0

Sim 69 22,5 51 24,8 18 18,0
Nao avaliado 56 18,3 41 19,9 15 15,0
Obito

Nao 168 54,9 111 53,9 57 57,0

Sim 119 38,9 82 39,8 37 37,0
Nao avaliado 19 6,2 13 6,3 6 6,0

Total 306 100,0 206 67,3 100 32,7
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4.2 Analise Genotipica

A andlise genotipica realizada nos dois polimorfismos propostos, considerou trés
possibilidades genotipicas, a saber, homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto
variante. Os casos “ndo avaliados” sdo aqueles que ndo puderam ser avaliados por
auséncia de amplificacdo do DNA.

O gene MTHFR C677T tem como possibilidade genotipica CC (Ala/Ala), CT (Ala/Val) e TT
(val/val). O gendtipo TT, composto pelo alelo mutante, foi pouco observado 6,9% dos
pacientes (21 amostras). Para o0 gendtipo heterozigoto (CT), foram identificados 151
pacientes (49,3%) . Ja o gendtipo selvagem CC, esteve presente em 42,8% dos pacientes
(131 amostras). Apenas 1% das amostras (3 pacientes) ndo foram avaliadas (tabela 9).

O polimorfismo MTHFR A1298C possui 0s seguintes genotipos possiveis: AA (Glu/Glu), AC
(Glu/Ala) e CC (Ala/Ala). Desses genotipos, o homozigoto selvagem (AA) foi o mais
frequente, correspondendo a 52,3% das amostras (160 pacientes). O heterozigoto (AC)
esteve presente em 38,6% das amostras (118) individuos. O gendtipo AA, homozigoto
variante e menos frequente, foi observado em 4,6% das amostras (14 individuos). Para esse
gene, ndo foi possivel analisar genotipicamente 14 amostras, ou seja, 4,6% dos pacientes
(tabela 9).
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Tabela 9: Analise genotipica dos pacientes com CECP para os polimorfismos MTHFR C677T e A1298C.

Sitios

L Total Oral, .

Genotipos Orofaringe Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

MTHFR C677T (Ala/Val)

CC (Ala/Ala) 131 42,8 89 43,2 42 42,0

CT (Ala/val) 151 49,3 99 48,1 52 52,0

TT (Val/Val) 21 6,9 17 8,3 4 4,0
N&o avaliado 3 1,0 1 0,5 2 2,0
MTHFR A1298C (Glu/Ala)

AA (Glu/Glu) 160 52,3 113 54,9 47 47,0

AC (Glu/Ala) 118 38,6 74 35,9 44 44,0

CC (Ala/Ala) 14 4,6 9 4.4 5 5,0
N&o avaliado 14 4,6 10 4,9 4 4,0
Total 306 100,0 206 67,3 100 32,7

4.3 Andlise de progndstico

Os resultados de associagcdo dos polimorfismos com os dados de recidiva local dos

pacientes com carcinoma epiderméide de cavidade oral e orofaringe irradiados néo foram
estatisticamente significativos (MTHFR C677T p=0,660 e MTHFR A1298C

p=0,368

respectivamente). Igualmente, para analise de recidiva local dos casos de pacientes nao

irradiados com CE oral e de orofaringe ndo apresentou associacao significativa com os
polimorfirmos MTHFR C677T (p=0,936) e MTHFR A1298C (p=0,925) (tabela 10).
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Tabela 10:Analise de recidiva local dos pacientes com CE oral e de orofaringe.

ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados Casos néo irradiados
Genobtipos Recidiva local Recidiva local
Néao Sim Néao Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P

MTHFR C677T (Ala/Val)

CC (Ala/Ala) 25 446 12 50,0 0,660 24 414 11 40,7 0,936

CT + TT (Ala/Val+Val/Val) 31 554 12 500 34 586 15 55,6
N&o avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 3,7
MTHFR A1298C (Glu/Ala)

AA (GIu/Glu) 36 643 16 66,7 0,368 26 448 12 44,4 0,925

AC + CC (Glu/Ala+Ala/Ala) 19 33,9 5 20,8 29 500 14 519
N&o avaliado 1 1,8 3 12,5 3 52 1 3,7
Total 56 70,0 24 30,0 58 68,2 27 318

A mesma analise para as amostras de CE de laringe, tanto irradiados quanto nédo irradiados
também ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos (MTHFR C677T
p=0,210 e p=0,76 e MTHFR A1298C p=0,61 e p=0,21, respectivamente) (tabela 11).
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Tabela 11: Analise de recidiva local dos pacientes com CE de laringe.

LARINGE
Casos irradiados Casos néo irradiados
Genétipos Recidiva local Recidiva local
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P

MTHFR C677T (Ala/Val)

CC (Ala/Ala) 15 37,5 5 62,5 0,210 12 444 5 50,0 0,763

CT+TT (Ala/Val+Vallval) 24 600 3 375 15 556 5 500
Nao avaliado 1 2,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
MTHFR A1298C (Glu/Ala)

AA (Glu/Glu) 20 50,0 5 62,5 0,611 15 55,6 3 30,0 0,208

AC + CC (Glu/Ala+Ala/Ala) 18 450 3 37,5 11 40,7 6 60,0
N3o avaliado 2 50 0 0,0 1 3,7 1 10,0
Total 40 83,3 8 16,7 27 730 10 27,0

As andlises de Obito para os pacientes com CE de cavidade oral e orofaringe irradiados e
nao irradiados ndo foram significativas para nenhum dos polimorfismos estudados (MTHFR
C677T p=0,694 e p=0,723 e MTHFR A1298C p=0,681 e p=0,988, respectivamente).
Também nao foram significativos os dados de 6bito para os pacientes com CE de laringe,
como observado na tabela 12 e 13.



Tabela 12: Analise de 6bito dos pacientes com CE de cavidade oral e orofaringe.
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ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados

Casos néo irradiados

Genotipos Obito Obito
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P

MTHFR Ala/Val (C677T)

CC (Ala/Ala) 25 47,2 19 43,2 0,694 26 44,8 15 39,5 0,681

CT + TT (Ala/Val+Val/Val) 28 52,8 25 56,8 32 552 22 579
N&o avaliado 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,6
MTHFR Glu/Ala (A1298C)

AA (Glu/Glu) 35 66,0 29 65,9 0,723 26 44,8 15 39,5 0,988

AC + CC (Glu/Ala+Ala/Ala) 17 321 12 27,3 31 53,4 18 474
N3o avaliado 1 1,9 3 6,8 1 1,7 5 13,2
Total 53 54,6 44 454 58 60,4 38 39,6

Tabela 13: Analise de 6bito dos pacientes com CE de laringe.
LARINGE
Casos irradiados Casos néo irradiados
Genotipos Obito Obito
Nao Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P

MTHFR Ala/Val (C677T)

CC (Ala/Ala) 8 28,6 11 57,9 0,055 14 48,3 6 33,3 0,314

CT+TT (Alaval+valival) 19 679 g 421 15 517 12 667
N&o avaliado 1 3,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
MTHFR Glu/Ala (A1298C)

AA (GIu/Glu) 15 53,6 10 52,6 1,00 15 51,7 6 33,3 0,143

AC + CC (Glu/Ala+Ala/Ala) 12 429 g 421 12 414 12 667
N3o avaliado 1 3,6 1 53 2 6,9 0 0,0
Total 28 596 19 404 29 61,7 18 383
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A avaliacdo de sobrevida livre de doenca especifica em pacientes com CE de laringe
tratados com radioterapia apresentou relagdo significativa com o polimorfismo MTHFR
C677T, (p=0,030 figura 3). Com base na figura, observa-se que com 12 meses de andlise,
aproximadamente 27% dos pacientes portadores do alelo C, j& haviam morrido, enquanto
8% dos pacientes portadores de pelo menos um alelo T, faleceram. Aos 18 meses, em
média, 67% dos pacientes que apresentavam a homozigose de C, sobreviveram livre de
tumores, contra 92% sobreviventes portadores do alelo T. Com 36 meses de
acompanhamento, cerca de 50% dos pacientes portadores da homozigose de C, morreram
guando apenas 20% dos pacientes portadores do alelo T, vieram a 6bito.

Confirmando os dados acima, a analise multivariada revelou que a presenca de pelo menos
um alelo T diminui em até trés vezes o risco do paciente vir a 6bito precocemente (HR= 0,30;
CI=0,10-0,89; tabela 14).
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Figura 3: Curva de sobrevida livre de doenca especifica referente a pacientes com CE de laringe irradiados
para o polimorfismo MTHFR C677T (N= 48 pacientes / p=0,030).
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Tabela 14: Andlise multivariada de sobrevida livre de doenca especifica para pacientes com CE de laringe
irradiados para o polimorfismo MTHFR C677T.

DOENCA ESPECIFICA

L Laringe

variaveis Irradiados
HR (95% CI) p

Estadio

[, 1l 1

11 1,72 (0,13-23,69) 0,685

Y% 0,95 (0,12-7,63) 0,960
MTHFR C677T (Ala/Val)

CC (Ala/Ala) 1

CT +TT (Ala/Val+Val/Val) 0,30 (0,10-0,89) 0,030
MTHFR A1298C (Glu/Ala)

AA (Glu/Glu) 1

AC + CC (Glu/Ala+Ala/Ala) 0,66 (0,25-1,75) 0,407

As curvas de sobrevida doenca especifica para os casos irradiados de CE oral e orofaringe
nao apresentou resultados significativos para os polimorfismos estudados, bem como os

casos nao irradiados de CE de laringe (dados n&do apresentados).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo analisou-se dados de pacientes com carcinoma epidermoide de cabeca e
pescoco, nos sitios de cavidade oral, orofaringe e laringe, tratados no Hospital Heliépolis/SP.
Buscou-se avaliar a associacao dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C com fatores
prognosticos e com a resposta a radioterapia, em pacientes tratados ou ndo com essa
modalidade terapéutica. Dentre as caracteristicas prognosticas, as associacdes de recidiva
local, 6bito e sobrevida livre de doenca local ndo apresentaram resultados estatisticamente
significativos para ambos polimorfismos em nenhum sitio anatémico analisado.

Verificou-se, apdés analise estatistica, que o polimorfismo A1298C, apesar de estar
relacionado com a baixa atividade da enzima Metiltetrahidrofolato redutase (MTHFR), néo
teve relacdo com os dados de prognéstico, ndo relacionando-se com a radiossensibilidade
tumoral.

Um estudo feito por Sailasree e colaboradores (2011) realizado na India, avaliou 130
pacientes com carcinoma epiderméide de de cavidade oral, buscando associar o0s
polimorfismos A1298C e C677T com resultados prognosticos desses pacientes. Apesar
deste estudo ter sido construido com metodologia semelhante a utilizada no nosso trabalho,
esses pesquisadores estudaram uma populacdo com caracteristicas divergentes, pois 0s
pacientes avaliados foram tratados com radioterapia e quimioterapia. Quanto aos resultados,
0s autores encontraram que o polimorfismo A1298C, foi associado a uma menor sobrevida
dos pacientes, além de aumentar a chance de recidivas para o céancer oral, dados
contraditérios aos nossos uma vez que ndo tivemos associagdo desse polimorfismo com
dados prognosticos. Um outro dado contraditérido nesse mesmo estudo corresponde ao
polimorfismo C677T, que ndo obteve relacdo significativa com dados prognosticos de
sobrevida. Esses autores afirmam que, apesar de nao haver dados significativos para o
polimorfismo C677T, os célculos sugerem uma "tendéncia" de associacdo entre este
polimorfismo e a melhora na sobrevida dos pacientes, o que corrobora com nosso estudo.
Esses dados divergentes na comparacdo dos estudos de Sailasree et al (2011) e os aqui

encontrados, podem ser explicados especialmente pela caracteristica da populacdo
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estudada, pois esses pesquisadores avaliaram pacientes tratados com radioterapia e
quimioterapia, sem a separagdo dessas modalidades terapéuticas. Isso é relevante uma vez
gue o uso do quimioterapico 5-Fluoracil inibe a sintese de DNA (compete com o dUMP,
inibindo a timidilato sintase), semelhante ao efeito produzido pela baixa concentracdo de
folato devido a ineficiéncia da MTHFR. Ou seja, ainda que esse resultado seja "favoravel" ao
combate do tumor, a associacdo dessas modalidades terapéuticas, afeta significativamente
a sobrevida dos pacientes, ocasionando morte precoce e faléncia do tratamento.

Os pacientes com CE de laringe tratados com radioterapia aqui estudados, apresentaram
dados significantes quando associados ao polimorfismo MTHFR C677T, o que ndo ocorreu
para aqueles nao irradiados. Esta associacdo foi comprovada pela analise multivariada,
demonstrando que a presenca de pelo menos um alelo T, ou seja, a troca de um aminoécido
alanina por uma valina na enzima MTHFR, diminui em até trés vezes a chance de o paciente
vir a Obito precocemente.

Considerando que este efeito protetor do alelo T para o polimorfismo MTHFR C677T ocorreu
em pacientes com CE de laringe irradiados, sugere-se que a ineficiéncia da enzima MTHFR
causada pela troca do aminoacido (Ala/Val), aumente a radiossensibilidade tumoral,
consequentemente, tornando o tratamento radioterapico mais eficiente.

Este resultado pode indicar que a deficiéncia enzimatica da MTHFR induzida pelo
polimorfismo C677T diminui a biodisponibilidade de folato no microambiente tumoral, o que
diminui a participacdo deste nutriente nas vias metabdlicas de sintese de nucleotideos,
diminuindo a proliferacédo e a reparacéo das células tumorais.

O estudo feito por Kawakita et al (2012) no Japéo, analisando 277 pacientes com CECP
associando dados progndsticos e o polimorfismo C677T, ndo encontrou relagéo significativa
para este polimorfismo. Este resultado contraditorio ao nosso pode, também, ser explicado
pela caracteristica da populacdo estudada, visto que foi composta por pacientes tratados
com radioterapia e quimioterapia. Essa forma de tratamento multimodal pode comprometer a
sobrevida dos pacientes, além de causar divergéncia nos resultados de associacdo do
polimorfismo C677T e dados progndsticos. Ainda com base nesse estudo, observou-se que
a idade meédia dos portadores de CECP era superior aos 51 anos de idade e a maioria
desses pacientes eram do sexo masculino. Tais resultados sdo semelhantes aos aqui

encontrados.
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E importante ressaltar que os estudos de Sailasree et al (2011) e Kawakita et al (2012) s&o
0s Unicos que relatam a associacdo dos polimorfismos A1298C e C677T em relacdo aos
dados prognosticos dos pacientes com carcinoma epiderméide de cabeca e pescogo. Esses
pesquisadores avaliaram pacientes tratados de forma multimodal
(radioterapia/quimioterapia) para esse tipo de cancer.

Este estudo avaliou pacientes com CECP apenas em relagédo a uma modalidade terapéutica,
a radioterapia, separados em dois grupos: irradiados e néo irradiados. Tal observacao
reforca que este é um estudo de grande importancia e, até o momento, sem precedentes.
Outros estudos sugerem que a baixa ingestdo de folato em associacdo ao polimorfismo
C677T, gendétipo CT, aumentam o risco para o desenvolvimento de cancer, propondo que
uma alimentagdo rica em frutas, vegetais, figado ou com suplementagdo de acido fdlico,
moderam a ineficiéncia da MTHFR em decorréncia desse polimorfismo (SUZUKI et al, 2007;
BOCCIA et al, 2009; HUANG et al, 2013).

A desregulagdo no metabolismo do folato predispbe a carcinogénese por induzir
hipometilacdo do DNA, além de prejudicar os mecanismos de reparo por baixa
disponibilidade de nucleotideos. Essas alteracbes nas vias do folato sdo resultantes dos
polimorfismos no gene da MTHFR e sdo favorecidas aos consumidores de alcool, pois o
acetaldeido, principal metabdlito do etanol, prejudica a absorcéo eficiente do acido folico
oriundo da alimentacéo (SOLOMON et al, 2008).

Apesar da casuistica aqui apresentada ndo conter em sua maioria pacientes etilistas, este
numero, ainda assim, foi expressivo, correspondendo a 149 pacientes dos 306 estudados.
Este dado torna-se relevante uma vez que, o consumo de alcool € um dos fatores de risco
para o carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (FILHO et al, 2010).

O perfil dos pacientes aqui analisados para o CE de laringe tratados com radioterapia foi
composto, em sua maioria, por homens tabagistas e em estadios tumorais avancados.
Sabendo que o carcinoma epidermoide de laringe ocorre principalmente nos individuos do
sexo masculino e com habito tabagista, nossos resultados estdo de acordo com a literatura
(DOBROSSY et al, 2005).

O efeito protetor do alelo T no polimorfismo C677T em relagdo a maior sobrevida doenca

especifica dos pacientes com carcinoma epidermoide de laringe irradiados, sugere que a
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baixa eficiéncia da MTHFR, gerada pela troca de aminoacidos (Ala/Val) na enzima
Metiltetrahidrofolato redutase, esta relacionado a uma maior radiossensibilidade tumoral.

O aumento da sensibilidade do tumor para o tratamento radioterdpico, diminuindo a morte
precoce dos pacientes, foi o principal dado a ser destacado neste estudo. Fatores que
podem explicar a relacdo de aumento da sensibilidade do tumor para o tratamento
radioterapico, favorecendo a sobrevida do paciente sao, principalmente, trés: o desequilibrio
nos niveis de precursores do DNA (nucleotideos), alteracdo do processo normal de
metilacéo e a instabilidade do DNA por defeito nos mecanismos de reparo.

O primeiro mecanismo evidencia que a deficiéncia de folato resulta em ineficiéncia da
metilacdo de dUMP para dTMP, durante a sintese de timidilato, precursor da timina,
comprometendo a sintese de DNA (BLOUNT et al, 1997).

A segunda alteracéao importante gerada pela baixa biodisponibilidade de folato relaciona-se a
hipometilacdo do DNA global, conhecida por induzir ativacdo de protoncogenes (FANIDI et
al, 2014).

Em terceira analise, tem-se que a baixa concentracdo de folato prejudica os mecanismos de
reparo do DNA, uma vez que diminui o aporte de nucleotideos, gerando instabilidade do
DNA (KAWAKITA et al, 2012).

Com base nos dados apresentados, destaca-se que o polimorfismo MTHFR C677T pode ser
um importante biomarcador para avaliacdo prognostica de pacientes com carcinoma
epideromide de laringe tratados com radioterapia. Pois, a presenca de pelo menos um alelo
mutante (T) no gene da enzima Metiltetrahidrofolato redutase, confere aumento na sobrevida

doenca especifica desses pacientes.



%mcéﬁd@



6. CONCLUSAO

Ao serem analisados a relacdo dos genotipos obtidos com o progndéstico dos pacientes com
carcinoma oral, de orofaringe e de laringe, associando dados clinicopatolégicos, reincidiva
local e O6bito, observou-se que os dois polimorfismos estudados ndo possuem relacao
estatisticamente significante para esses paramentros.

Em relacdo aos resultados de sobrevida doenca especifica dos pacientes com CE oral e de
orofaringe néo irradiados, também ndo encontramos associacdo quanto aos polimorfismos
propostos (MTHFR A1298C e C677T).

Entretanto, a analises de sobrevida doenca especifica para pacientes com CE de laringe
tratados com radioterapia que possuem o polimorfismo MTHFR C677T, apresentaram
resultados significantes, evidenciando que a presenca de pelo menos um alelo T na regiao
codificante do gene dessa enzima, confere um efeito protetor aos pacientes, diminuindo a
morte precoce em até trés vezes.

Essa alteracdo de aminiacidos de alanina para valina na enzima Metiltetrahidrofolato
redutase, diminui sua eficiéncia enzimatica, diminuindo a oferta intracelular de 5,10 -
Tetrahidrofolato. Esta forma ativa de folato que participa da via metabdlica de sintese de
nucletideos como cofator e sua baixa concentracdo, compromete a sintese de DNA por falta
de precursores.

Com base nessa participacdo do folato na via de sintese de precursores de DNA é que
pode-se explicar o principal mecanismo através do qual o alelo T presente no polimorfismo
MTHFR C677T confere um efeito protetor aos pacientes CE de laringe tratados com

radioterapia, evitando a morte precoce e favorecendo o tratamento radioterapico do cancer.
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