. X1 X i I
2010

FREQUE!\ICIA DOS POLIMORFISMOS DO CODON 72 DO GENE DA p53 EM
LESOES BUCAIS PRE-MALIGNAS E MALIGNAS: ESTUDO PILOTO

NEDEL, Fernanda; THUROW, Helena Strelow; YURGEL, Virginia;
TARQUINIO, Sandra; COLLARES, Tiago;

SEIXAS, Fabiana Kommling

Grupo de Oncologia Celular e Molecular, Laboratorio de Genémica Funcional, Centro de
Desenvolvimento Tecnologico (CDTec),Universidade Federal de Pelotas
fernanda.nedel@gmail.com

1 INTRODUCAO

O cancer é considerado uma doenca genética, embora fatores ambientais e
epigenéticos possuam um importante papel em muitos estagios da tumorogénese
(Michor et al., 2004). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
incidéncia de cancer, pode aumentar em 50% nos préximos 20 anos, passando
de 10 milhdes de pessoas acometidas em 2000, para 15 milhdes em 2020. Com
base no Relatério Mundial sobre o Cancer, recentemente divulgado, a OMS
solicitou que governos, autoridades e publico em geral empreendam acdes
urgentes para evitar a ampliacdo do numero de vitimas dessa enfermidade.

Dentre as neoplasias, o cancer oral encontra-se entre os dez mais frequentes
na populacdo mundial, embora essa frequéncia varie em diferentes regifes
geograficas, o cancer oral representa entre 3 a 5% dos tumores malignos (Acha-
Sagredo et al., 2009). De acordo com o INCA — Ministério da Saude (2008), o
cancer de boca figura como a sétima forma de neoplasia mais frequiente no Brasil,
sendo que na Regido Sul encontra-se entre 0s nove primeiros canceres mais
frequentes. As estimativas do INCA (Brasil) para o ano de 2010, na regido Sul e
no Rio Grande do Sul apontam para aproximadamente 14,2 e 14 novos casos
para cada 100.000 homens, respectivamente. Ainda hoje € um problema de
saude publica em muitas partes do mundo, havendo predominio no sexo
masculino na faixa etéria de 50 a 70 anos.

Os carcinomas espinocelulares (CECs) sdo as neoplasias mais frequentes
contribuindo com cerca de 90% dos casos de tumores malignos da cavidade oral
(Hamana et al., 2005). Estudos epidemioldgicos sugerem que a etiologia do
cancer oral é multifatorial (Kuroda et al., 2007), onde mudltiplos eventos
moleculares se desenvolvem da combinacao da predisposicdo genética individual
e a exposicdo a carcinébgenos ambientais (Choi & Myers, 2008). Contudo, apesar
da grande quantidade de pesquisas em biologia celular e molecular e 0s avancgos
nas areas de oncologia e cirurgia, o indice de sobrevida de cinco anos nao tem
aumentados muito nas Ultimas décadas permanecendo em torno de 53%
(Hamana et al., 2005).

O desenvolvimento do CEC é um processo gradual consistindo de mdltiplas
etapas, onde ocorre um aumento gradual da instabilidade genética (Khan et al.,
2009). Assim, os CECs sao em geral precedidos de lesbes hiperplasicas,
evoluindo para displasias, para carincomas in situ e entdo chegando ao céancer
bucal invasivo. Estas lesbes sdo denominadas de lesdes pré-malignas
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(Ogmundsdottir et al., 2009), e incluem as leucoplasias, as eritroplasias, liquen
plano e ulceras crénicas (Tsantoulis et al., 2007).

O TP53 é um dos genes supressores de tumor mais extensivamente
estudado. Localiza-se no cromossomo 17p13.1, possuindo 11 exons e 20kb, e
codifica a proteina p53 que possui 53kd e 393 aminoacidos. Este gene possui um
importante papel na reposta ao estresse celular, reagindo a uma variedade de
insultos incluindo a hipdxia, danos ao DNA, estresse metabdlico e atividade de
oncogenes (Zhuo et al., 2009). A p53 exerce a sua funcdo protetora atuando
como um fator de transcricdo. A sua ligacdo com elementos especificos no DNA
permite modular a transcricdo de genes que governam as principais defesas
contra o crescimento tumoral, que inclui a suspenséo do ciclo celular, apoptose,
manutencdo da integridade genética, inibicdo da angiogénese e senescéncia
celular. Ainda, a p53 interage com inUmeras proteinas celular podendo contribuir
com o processo inibitério da tumorogénese (Whibley et al., 2009) e por isso tem
sido eleita como alvo em estudos de oncologia celular e molecular.

O objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo piloto para verificar a
frequéncia dos polimorfismos do cdodon 72 do gene da p53 em pacientes do
Centro de Diagnostico das Doengas da Boca (CDDB) - UFPel, diagnosticados
com lesBes pré-malignas e malignas.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Populagdo Alvo: Compreendeu os usuérios do Servico de Diagnéstico das
Doencas da Boca (CDDB) da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
de Pelotas, com idade superior ou igual a 45 anos, portadores de lesdes de
mucosa oral com suspeita de pré-malignidade ou malignidade, a qual foi
confirmada por exame histopatolégico de rotina. Foram analisados 34 pacientes
dentre estes 8 apresentaram o diagndstico de carcinoma espinocelular, 18 de
leucoplasia e 8 de liquen plano.

Obtencdo do DNA Gendmico: As amostras foram coletas utilizando escovas
citolégicas descartaveis, com 0s pacientes previamente anestesiados, sendo
friccionadas as lesbes por aproximadamente 30 segundos. Foram coletadas duas
amostras para a analise do DNA da lesédo. Apés a coleta, as escovas citologicas
foram imediatamente introduzidas em um tubo de microcentrifuga contendo
solucdo de lise celular e processadas segundo instrucbes do fabricante
(Puregene DNA Tissue Kits - Gentra Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota).

Genotipagem do polimorfismo do c6don 72 do gene da p53 através de PCR-
RFLP: A genotipagem do polimorfismo do codon 72 localizado no exon 4 do gene
da p53 foi realizada através da técnica de PCR. O fragmento contendo o
polimorfismo do cddon 72 foi amplificado utilizando primers do exon 4 e clivado
com a enzima BstUI, a qual gerou fragmentos para a determinagéo dos genétipos
(Figura 1).

Figura 1: Fragmentos do polimorfismo do codon 72 obtidos com a RFLP e
seus respectivos genétipos
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Alguns estudos tém avaliado a relacao entre o polimorfismo da p53 e o cancer
oral, e os resultados tem se mostrado bastante controversos. ISso ocorre em parte
devido a possibilidade de alguns polimorfismos desempenharem diferentes papéis
na suscetibilidade ao cancer em diferentes populacées étnicas. Grande parte dos
estudos tem sido realizada com populacdes asiaticas e caucasianas, onde nao
tem sido encontrado uma correlacao positiva entre o polimorfismo do codon 72 e
o risco de cancer oral. Porém, tem sido demonstrado que pacientes com 0
gendtipo Pro/Pro tendem a ter um pior progndstico, em pacientes ndao fumantes
este genodtipo pode aumentar o risco de desenvolvimento de cancer oral e pode
ser relacionado com o aparecimento em idade precoce de carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco (SCCHN) (Kuroda et al., 2007). Tem sido
sugerido que o alelo Arg72 induz apoptose mais rapidamente e suprime 0
crescimento tumoral mais eficientemente do que o alelo Pro72 (Kuroda et al.,
2007). Contudo, no presente estudo foi encontrada uma maior frequéncia do
genotipo Arg/Pro (11,8%) no CEC, dado observado na tabela 1, o que pode ser
justificado pelo baixo nimero amostral.

O polimorfismo no cédon 72 também tem sido relacionado com lesdes pré-
malignas, onde o gendtipo Arg/Arg pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de leucoplasias orais (Misra et al., 2009). No presente estudo o
gendtipo Arg/Arg foi observado em 41% dos casos de leucoplasias, e 11,8% dos
casos de liquen plano (tabela 2). Em um estudo recente foi verificado a auséncia
de associacdo entre o polimorfismo do cédon 72 e o liquen plano em pacientes
iranianos (Ghabanchi et al., 2009). No entanto, existe uma caréncia de
informacgdes a respeito da distribuicdo deste polimorfismo e sua correlacdo com
lesBes pré-malignas (Tabela 2).

Tabela 1: Porcentagem dos gendtipos em lesdes pré-malignas e malignas

Gendtipo Leucoplasia  Carcinoma Espinocelular  Liguen Plano
Arg/Arg 41% 8,8% 11,8%
Arg/Pro 11,8% 11,8% 8,8%
Pro/Pro 0% 3,0% 3,0%

Ainda, é possivel observar na tabela 3 que as frequéncias dos genotipos
observados sdo similares aos esperados e que 0s mesmos se enquadraram no
equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,27).
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Tabela 2: Frequéncia dos gendtipos em lesdes pré-malignas e malignas
Genatipo Frequéncia Esperada Frequéncia Observada
Arg/Arg 42,2 43
Arg/Pro 23,4 22
Pro/Pro 3.2 4

4 CONCLUSOES

Assim, observa-se uma maior frequéncia do gendtipo Arg/Arg nas
leucoplasias, Arg/Pro em carcinoma espinocelular e Arg/Arg em liquen plano. O
que pode demonstrar uma possivel associacdo entre lesdes pré-malignas e
malignas e o polimorfismo do codon 72 da p53, devendo ser aprofundados os
estudos com este alvo em amostras de CEC.
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