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RESUMO

O cancer oral, cujo principal tipo histologico € o carcinoma escamocelular, € o subtipo
de maior prevaléncia, agressividade e pior progndéstico da regido cabeca e pescoco.
Seu principal fator etiolégico € o consumo combinado de tabaco e alcool. Diversos
estudos indicam a importancia dos processos epigenéticos para o desenvolvimento
desta neoplasia. As chamadas ilhas CpG séo regifes importantes para o controle da
transcricdo génica, através do processo de metilacdo. Os fatores de risco para o
carcinoma escamocelular oral (CEO) podem contribuir para alteracdes no padréo de
metilacdo do DNA de células normais. O gene MGMT, considerado um supressor
tumoral, codifica uma enzima de reparo do DNA que remove adutos de alquila da
posicdo Of da guanina no DNA e protege as células contra efeitos mutagénicos,
carcinogénicos e citotoxicos de agentes alquilantes. Este trabalho teve como objetivo
verificar o perfil de metilagdo do promotor do gene MGMT por MS-PCR (Methylation-
Specific Polymerase Chain Reaction) em pacientes com CEO na populacdo do
Espirito Santo e correlacionar com caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes.
Foram analisadas 83 amostras, das quais 20,48% estavam hipermetiladas. Unindo
dados da literatura, isto indica que a hipermetilacdo desse gene € frequente e
caracteristica em células tumorais. Houve correlacdo significativa entre a
hipermetilagdo do gene MGMT e o sitio anatdmico de cavidade oral (p=0,0234). Nesta
regido, € possivel que o silenciamento epigenético de MGMT combinado com o
contato direto com os fatores de risco tenha efeito potencializador do desenvolvimento
de tumores de CEO. Os resultados obtidos por este trabalho indicam que a
hipermetilagdo do promotor do MGMT pode ser um biomarcador prognaostico fiavel
para o CEO.

Palavras-chave: céncer oral; cancer escamocelular oral; epigenética do cancer;
hipermetilagdo; MGMT; MS-PCR.
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1. Introducéo

O cancer de cavidade oral e orofaringe esta incluido no grupo do cancer de cabeca e
pescoco (CoLoMBO E RAHAL, 2009). O cancer de cabeca e pescoco ocupa a quinta
posicdo na lista das neoplasias mais frequentes com uma incidéncia mundial estimada

de 780.000 novos casos por ano (CoLOMBO E RAHAL, 2009).

Segundo Oliveira et al. (2006), aproximadamente 10% dos tumores malignos que
ocorrem no corpo humano estéo localizados na boca. O cancer oral € o sexto mais
incidente no mundo e possui altas taxas de mortalidade (OLIVEIRA et al., 2006).
Excluindo-se o cancer de pele, o cancer oral pode ser considerado o mais comum da
regido de cabeca e pescoco (38%) e ocorre geralmente em homens apos a quinta
década de vida (OLIVEIRA et al., 2006; JOHNSON et al., 2011).

No Brasil, a estimativa para 2014 foi de 11.280 (11,54 a cada 100 mil) casos novos de
cancer da cavidade oral em homens e 4.010 (3,92 a cada 100 mil) em mulheres (INCA,
2014). Na regiao sudeste, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
da cavidade oral é o quarto mais frequente em homens (15,48/ 100 mil) e o nono mais
frequente em mulheres (4,88/ 100 mil) (INcA, 2014). Para o Espirito Santo, em 2014
foram estimados 290 novos casos em homens e 110 em mulheres (INCA, 2014). Para
a capital, foram estimadas 20 novas ocorréncias em homens e menos de 15 em

mulheres (INCA, 2014).

Cerca de 95% dos casos desse tipo de cancer correspondem ao tipo histologico de
carcinoma escamocelular (OLIVEIRA et al., 2006). O Carcinoma Escamocelular Oral
(CEO) é o tipo de tumor mais prevalente e agressivo da regido de cabeca e pescoco
e com o pior prognéstico (PAPAGERAKIS et al., 2014). Apesar dos avangos nos métodos
diagnésticos e modalidades de tratamento combinadas, a taxa de sobrevida néo
melhorou significativamente ao longo dos ultimos 30 anos e continua a ser uma das
mais baixas entre 0s principais tipos de cancer (PAPAGERAKIS et al., 2014). Isto se deve
em parte a auséncia de biomarcadores de diagnostico precoce bem estabelecidos e
pelo nimero limitado de estratégias terapéuticas molecularmente direcionadas (YAN

etal., 2011). Além disso, segundo Barnes et al. (2005), tumores pequenos de cavidade
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oral e orofaringe sdo muitas vezes assintomaticos ou podem apresentar sintomas

vagos e sinais minimos.

De acordo com Colombo & Rahal (2009), o principal fator etiolégico para o
desenvolvimento de Cancer Escamocelular de Cabeca e Pescoco (CECP) € o
consumo combinado de tabaco e alcool. Outros elementos tém demonstrado, de
maneira menos expressiva, importancia para o surgimento do CEO, como infecgbes
por HPV, principalmente pelo tipo 16, exposi¢do a radiagdo UVA solar (cancer de
labio) e dieta (INCA, 2014).

Atualmente € amplamente aceito que a oncogénese € resultado de uma interacédo
entre alteracbes genéticas e epigenéticas (MIKESKA E CRAIG, 2014). Eventos
epigenéticos sdo definidos como mudancas hereditarias na expressao génica que nao

sdo acompanhadas por mudancas na sequéncia de DNA (JONES E BAYLIN, 2007).

A metilacdo do DNA é uma das modificacbes epigenéticas mais estudadas em
mamiferos e uma das mais estaveis (Zuo et al., 2009; SHARMA et al., 2010). A
ocorréncia de falhas na manutencdo adequada de marcas epigenéticas pode resultar
em ativacao ou inativacao inapropriada de varias vias sinalizadoras e levar a doencas

como o cancer (SHARMA et al., 2010).

A metilacdo do DNA proporciona um mecanismo estavel de silenciamento génico que
desempenha um importante papel na regulacéo da expresséo génica e arquitetura da
cromatina (SHARMA et al., 2010). No genoma dos mamiferos, essa modificacdo ocorre
guase gque exclusivamente em residuos de citosina que precedem guanina, chamados
dinucleotideos CpG (GAL-YAM et al., 2008). Esses dinucleotideos estédo concentrados
em pequenas extensbes do DNA chamadas de ‘“ilhas CpG” que ocupam
aproximadamente 60% dos promotores de genes humanos, e em outras grandes
regides de sequéncias repetitivas CpNpG (onde N indica qualquer outro nucleotideo)
(SHARMA et al., 2010). Estima-se que cerca de 90% das ilhas CpG estao desmetiladas
em tecidos somaticos, de forma que a expressao dos genes que contém essas ilhas
pode ocorrer normalmente (GAL-YAM et al., 2008). Entretanto, sob algumas
circunstancias, ilhas CpG tornam-se metiladas, resultando em silenciamento génico a

longo prazo (GAL-YAM et al., 2008).
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A iniciagao e progresséao do cancer estdo acompanhadas por profundas mudancas na
metilacdo do DNA, sendo que as hipermetilacdes sitio-especificas contribuem para a
tumorigénese por silenciamento de genes supressores de tumor (SHARMA et al., 2010).
Em adicdo a inativacao direta de genes supressores de tumor, a hipermetilacdo do
DNA também pode afetar a expressdo de classes adicionais de genes por
silenciamento de fatores de transcricdo e genes de reparo de DNA (SHARMA et al.,
2010).

A enzima OSf-metilguanina DNA metiltransferase (Mgmt) atua no reparo do DNA
removendo adutos de O%-alquilguanina (O%-AlgG) resultantes da exposicdo a agentes
alquilantes ambientais e terapéuticos (Xu et al., 2014). A proteina Mgmt também é
capaz de reparar o aduto de DNA mutagénico e carcinogénico de O%-metiltimina (O*-
AlgT), mas em menor escala (LAMB et al., 2014; Xu et al., 2014). A Mgmt remove
danos de alquilacédo da posicdo O° da guanina (ou da posicdo O* da timina) por uma

transferéncia irreversivel (LAmB et al., 2014).

As O065-AlgGs de forma geral causam mutacdes que tém sido observadas
frequentemente em diferentes tipos de cancer (Xu et al., 2014). Desta forma, baixos
niveis da proteina Mgmt podem desempenhar um papel importante na carcinogénese
por exposicao a agentes alquilantes (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013; Xu et al., 2014).
Da mesma forma, altos niveis de Mgmt protegem as células contra mutacdes

induzidas por tais agentes (Xu et al., 2014).

Aparentemente, a regulacéo negativa do gene MGMT presente em tumores se deve
em grande parte a metilacdo aberrante do promotor (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013).
Um largo espectro de tumores humanos tem sido relacionado a hipermetilagdo do
MGMT, como gliomas, linfomas, cancer de célon, cancer de cabeca e pescoco, cancer

de testiculo e retinoblastomas (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013).

Compostos N-nitrosos séo agentes alquilantes formados a partir da reagcdo de um
nitrito ou oxidos de nitrogénio com uma amina secundaria e N-alquilamidas,
produzindo N-alquilnitrosaminas e N-alquilnitrosamidas (FAHRER E KAINA, 2013).
Esses compostos, em especial as N-alquilnitrosaminas, sdo encontrados em bebidas
como cervejas e em alimentos, incluindo peixe defumado, bacon, salsichas e queijo

(FAHRER E KAINA, 2013). Outras fontes exdgenas de compostos N-nitrosos sao
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cosmeéticos contaminados com N-nitrosodietanolamina e cigarros que contém N-

nitrosodimetilamina e nitrosaminas especificas do tabaco (FAHRER E KAINA, 2013).

Dentre os compostos N-nitrosos, as nitrosaminas especificas do tabaco podem
interagir diretamente com o DNA em varios locais, formando 13 tipos diferentes de
adutos (Zuo et al., 2004). Dentre eles, os mais biologicamente relevantes sédo O°%-AlqG
e O%AlgT (Zuo et al., 2004). Devido a uma similaridade estrutural, a DNA polimerase
pode confundir O%-AlgG e O*AlqT com as bases normais adenina e citosina,
respectivamente (Zuo et al., 2004). Desta forma, se o dano nao for reparado havera
a formacao da mutacao de ponto de transicdo G:C — A:T ou A:T — G:C (Zuo et al.,
2004). A insercédo da O8-AlqG na cadeia de DNA causa uma quebra na dupla fita e
um mal pareamento (THON et al., 2013). Desta forma, o MGMT protege as células
contra mutagénese e transformacdes malignas ao remover os grupos alquila das

guaninas (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013).

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar o perfil de metilacdo do gene
MGMT, considerado um supressor tumoral, e sua relacdo com fatores
clinicopatolégicos em amostras de tecidos tumorais de pacientes com cancer oral.
Isso permitird entender melhor a relacdo entre a hipermetilacdo desse gene e o CEO,
0 que poderd auxiliar na elaboracdo de estratégias de tratamento para a doenca. O
fato de aberracbes epigenéticas, diferente das mutacdes genéticas, serem
potencialmente reversiveis e poderem ser restauradas ao seu estado normal por
terapia epigenética, torna tais iniciativas promissoras e terapeuticamente relevantes
(SHARMA et al., 2010).
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2. Revisao de literatura

2.1.Cancer oral

2.1.1. Defini¢Oes e estatisticas

O céancer oral € um tipo de cancer de cabeca e pescoco incluso dentre os tumores
malignos situados no trato aerodigestivo superior (BARNES et al., 2005). Cerca de 95%
destes tumores correspondem ao tipo histologico de carcinoma escamocelular
(OLIVEIRA et al., 2006).

O Carcinoma Escamocelular (CE) € um neoplasma epitelial invasivo que varia no grau
de diferenciagdo escamosa (BARNES et al., 2005). Esse tipo de malignidade epitelial
ocorre em O6rgdos normalmente cobertos com epitélio escamocelular como os labios
e a boca (YAN et al., 2011). Dada a variedade de tecidos em que pode surgir, o CE
representa o tipo de cancer mais comum capaz de propagacdo metastatica em todo
o mundo (MARINKOVICH, 2007). Esse comportamento metastatico ndo pode ser
previsto pelo tamanho do tumor, padrdo histolégico ou mesmo por

expressao/atividade de um gene ou proteina individual (PAPAGERAKIS et al., 2014).

O Carcinoma Escamocelular Oral (CEO) € o tipo de tumor mais prevalente e agressivo
da regido de cabeca e pescog¢o e com 0 pior prognostico (PAPAGERAKIS et al., 2014).
Apesar dos avancos nos meétodos diagnésticos e modalidades de tratamento
combinadas, a taxa de sobrevida ndo melhorou significativamente ao longo dos
altimos 30 anos e continua a ser uma das mais baixas entre os principais tipos de
cancer (PAPAGERAKIS et al., 2014). Isto se deve em parte a auséncia de biomarcadores
de diagndstico precoce e pelo numero limitado de estratégias terapéuticas

molecularmente direcionadas (YAN et al., 2011).
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Cerca de dois tercos dos canceres orais ocorrem na cavidade oral (labio, lingua,
assoalho bucal, palato, gengiva e mucosa bucal), enquanto que o restante ocorre na
orofaringe (PAPAGERAKIS et al., 2014). A distincdo entre cavidade oral e orofaringe é
de extrema importancia, visto que ha variacdo nas caracteristicas clinicas, no

prognostico da leséo e na sensibilidade a radioterapia (OLIVEIRA et al., 2006).

A cavidade oral propriamente dita compreende o espaco delimitado pelos dentes e
gengiva e estende-se desde os labios até as dobras palatoglossais (BARNES et al.,
2005). Ela é limitada inferiormente, pelo assoalho da boca e da lingua e superiormente
pelo palato duro (BARNES et al., 2005). Tem sido relatado que 75% dos CEO surgem
em uma area que compreende o assoalho da boca e a mucosa lingual adjacente,
sulco sublingual e regido retromolar (BARNES et al., 2005). Esta regido constitui apenas

cerca de 20% da area total da mucosa (BARNES et al., 2005).

Um estudo realizado no Brasil por Oliveira et al. (2006) obteve como resultado que as
regides anatdbmicas geralmente mais afetadas pelo cancer oral sdo a lingua (27,9%),
o assoalho bucal (27,1%), o labio inferior (17,9%) e o palato (14,7%). Estudos também
tém observado que a borda lateral da lingua e o assoalho bucal séo os locais mais
criticos para a transformacéo maligna (BITTAR et al., 2010). Além disso, 0 carcinoma
de lingua € mais agressivo do que em qualquer outro sitio bucal (BITTAR et al., 2010).
Essas areas de alta ocorréncia de CE tém sido chamadas de "areas de drenagem",
pois acredita-se que quaisquer substancias cancerigenas presentes na boca ali se

acumulem antes de ser engolidas (BARNES et al., 2005).

A regido da orofaringe compreende o palato mole, base da lingua, regido tonsilar e
faringe posterior (OLIVEIRA et al., 2006). O CE nesses locais podem invadir
profundamente tecidos subjacentes como a base da lingua e a parede lateral da
faringe (BARNES et al., 2005). Eles também tém uma tendéncia especial de se

estenderem para a nasofaringe (BARNES et al., 2005).

O céancer de cavidade oral é considerado um problema de saude publica em todo
0 mundo (INCA, 2014). A dltima estimativa mundial apontou que ocorreriam cerca de
300 mil casos novos e 145 mil ébitos, para o ano de 2012, por cancer de boca e labio
(FERLAY et al., 2015). Para a maioria dos paises, taxas de sobrevida em 5 anos para

canceres de lingua, cavidade oral e orofaringe estdo por volta de 50%
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(WARNAKULASURIYA, 2009). Entretanto, ha uma ampla variacao nas taxas de incidéncia
e mortalidade do cancer oral em diferentes regides ao redor do mundo (BITTAR et al.,
2010). Paises em desenvolvimento concentram a maior parte da ocorréncia desse tipo
de cancer, assim como cerca de dois tercos das mortes, quando comparados com
paises desenvolvidos (WHO, 2008; PETERSEN, 2009). As mais altas taxas de incidéncia
foram observadas em populacdes da Melanésia, do Centro-Sul Asiatico, da Europa
Oriental, Central (principalmente Hungria) e Ocidental (Franca, em especial), da Africa
e da América Central (JOHNSON et al., 2011; INCA, 2014). Também tem sido evidente
ao longo de décadas que ha uma incidéncia muito alta de cancer oral no sul da Asia
e de cavidade oral mais cancer de nasofaringe no Sudeste da Asia (JOHNSON et al.,
2011). Na india, Bangladesh, Paquistdo e Sri Lanka, a cavidade oral é o local mais
comum para o cancer, sendo responsavel por cerca de um terco de todos os canceres
(JOHNSON et al., 2011). Mais de 180.000 casos de cancer oral ocorrem todos 0s anos
no Sul e no Sudeste da Asia, com uma ma perspectiva de sobrevida (JOHNSON et al.,
2011).

As taxas de incidéncia de cancer oral em homens variam de 1 a 10 casos por 100.000
habitantes em muitos paises (PETERSEN, 2009). No centro-sul da Asia, o cancer da
cavidade bucal esta entre os trés tipos mais comuns de cancer (PETERSEN, 2009). Na
india, a taxa de incidéncia de cancer bucal padronizada por idade é cerca de 12,6 por
100.000 habitantes (PETERSEN, 2009). De acordo com Johnson et al. (2011), a ampla
variacdo entre os paises e regibes sdo principalmente devido a diferencas nas
caracteristicas sécio demograficas, o tipo e padrao de uso de tabaco, considerado um

dos principais fatores de risco para a doenca, e defini¢cdes clinicas da doenca.

Em todo o mundo, o cancer oral ocorre de forma predominante em homens (OLIVEIRA
et al., 2006). De acordo com Ferlay et al. (2015), a incidéncia estimada desse tipo de
cancer no mundo em 2012 foi de 2,7% em homens e de 1,5% em mulheres. Da
mesma forma, o nimero de mortes estimadas neste mesmo ano foi de 2,1% em
homens e 1,3% em mulheres (FERLAY et al., 2015). Segundo Petersen (2009), a taxa
de mortalidade devido a cancer de cavidade oral padronizada por idade também é
geralmente maior para homens do que mulheres. A variagdo na estimativa de
incidéncia e morte é mais acentuada em paises menos desenvolvidos em relagéo a

paises desenvolvidos (FERLAY et al., 2015).
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Tem sido observado, contudo, um declinio nas taxas de mortalidade por cancer da
cavidade oral em populagdes masculinas (INCA, 2014). O mesmo néo foi constatado
entre populacdes femininas (INCA, 2014). Além disso, mesmo que as taxas de cancer
oral sejam mais baixas entre as mulheres, ha um aumento constante em alguns paises

da Europa como a Hungria, Bélgica, Dinamarca e Eslovaquia (JOHNSON et al., 2011).

O céancer oral é uma doenca que ocorre geralmente ap0s a quinta década de vida
(JoHNnsON et al., 2011). A média de idade de apresentacdo € na quinta e sexta décadas
iniciais em populacdes asiaticas, enquanto que na populagédo norte-americana ocorre
geralmente na sétima e oitava décadas (JOHNSON et al., 2011). Oliveira et al. (2006)
observaram em seu estudo que o tempo de sobrevida é menor em pacientes com
mais de 60 anos. Entretanto, estudos tém sugerido que 4-6% dos canceres orais agora
ocorrem em idades mais jovens que 40 anos (JOHNSON et al., 2011). Esse aumento
consideravel na incidéncia de canceres orais entre as pessoas mais jovens tem sido

relatada em muitas partes do mundo (JOHNSON et al., 2011).

No Brasil, estimou-se no ano de 2014, 11.280 (11,54 a cada 100 mil) casos novos de
cancer da cavidade oral em homens e 4.010 (3,92 a cada 100 mil) em mulheres (INCA,
2014). Naregido sudeste, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
da cavidade oral € o quarto mais frequente em homens (15,48/ 100 mil) e 0 nono mais
frequente em mulheres (4,88/ 100 mil) (INcA, 2014).

Foram estimados para o Espirito Santo em 2014, 290 novos casos em homens e 110
em mulheres (INCA, 2014). Para a capital, foram estimadas 20 novas ocorréncias em

homens e menos de 15 em mulheres (INCA, 2014).
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2.1.2. Fatores derisco

O conhecimento dos fatores de risco constitui a base para uma prevencgéao efetiva de
uma doenca (OLIVEIRA et al., 2006). Mesmo sendo o cancer de boca uma doenca
multifatorial, o tabaco e o alcool sdo os dois fatores de risco mais importantes nao so
para o desenvolvimento da neoplasia, como também para seu prognostico (OLIVEIRA
et al., 2006).

7

O uso de tabaco é considerado o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento de CEO (SAMAN, 2012). O tabaco é consumido de diversas formas:
cigarros, charutos, cachimbos e tabaco fumado, como rapé bucal seco ou Umido
(JOHNSON et al., 2011). De acordo com Bittar et al. (2010), usuarios de tabaco -
fumado, mascado ou ambos - desenvolveram mais lesdes orais com uma incidéncia
anual de cerca de 5,2 a 30,2 a cada 1.000 pessoas, enquanto Nnao-usuarios
desenvolveram um menor nuamero, variando de 0,6 a 5,8 a cada 1.000 por ano.
Estudos tém relatado que o risco aumenta de acordo com o tempo que a pessoa fuma

e com o numero de cigarros fumados por dia (INCA, 2014).

O tabaco fumado contém mais de 60 produtos carcinégenos de combustéo (JOHNSON
et al., 2011). Em particular, nitrosaminas especificas do tabaco [principalmente N-
nitrosonornicotina (NNN) e 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK)] e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos tém sido atribuidos ao cancer do trato aero-
digestivo superior (JOHNSON et al., 2011). Células epiteliais bucais humanas (em
cultura) sdo capazes de metabolizar NNK, considerado um potente carcinGgeno
(JOHNSON et al., 2011). De fato, a formacdo de adutos macromoleculares de DNA
resultantes do metabolismo de NNK esta correlacionada com a carcinogénese em
modelos animais (JOHNSON et al., 2011). O fumo do tabaco também causa estresse
oxidativo a tecidos e uma atividade carcinogénica é geralmente exercida por meio de
adutos de DNA (JOHNSON et al., 2011). Além do proprio DNA, espécies reativas de
oxigénio também podem danificar proteinas, lipideos e carboidratos (JOHNSON et al.,
2011). Danos menores no DNA podem resultar de mutagdes que podem fazer parte
da cadeia causal da transformacdo maligna, ao passo que danos persistentes podem

resultar em outras perturbacdes de controle do ciclo celular (JOHNSON et al., 2011).
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As altas taxas de incidéncia de CEO para ambos os sexos do Sudeste da Asia e de
alguns paises africanos estdo diretamente relacionadas com os comportamentos de
risco, como o tabagismo e uso do alcool (PETERSEN, 2009). O habito de fumo do
tabaco tem sido apontado como uma das principais causas das taxas de incidéncia
extremamente altas na populacéo relativamente pequena da Melanesia (JOHNSON et
al., 2011). Também no Sul e Sudeste da Africa, o tabaco de mascar e de fumar s&o
responsaveis por cerca 90% da grande ocorréncia do cancer oral nessas regides
(JoHNSON et al., 2011). O uso do tabaco também pode explicar parcialmente o
aumento da incidéncia do cancer escamocelular oral em pessoas com idades

inferiores a 40 anos (JOHNSON et al., 2011).

O uso de alcool também apresenta-se como um fator de risco de grande destaque
para o desenvolvimento do CEO (INcA, 2014). Ja foi observado que o consumo de
bebidas alcodlicas aumenta o risco de lesdes pré-malignas orais em quem nunca usou
tabaco, bem como em quem usa atualmente o tabaco ou que ja usou alguma vez na
vida (Guo et al., 2011). Isto demonstra que sua acao carcinogénica atua de forma
independente ao uso do tabaco. O consumo de alcool, incluindo o chamado "bebedor
social", € um importante problema de saude publica em todo o mundo e tem uma
associacao mais forte com cancer oral do que com os canceres de outros 6rgaos (Guo
et al., 2011; JOHNSON et al., 2011). Quase 2 bilhdes de adultos consomem bebidas
alcodlicas regularmente, com um consumo médio diario de 13 g de etanol (entre um
e dois drinques por dia) (JOHNSON et al., 2011). Estudos que tentaram estimar a
diferenca entre vinho, cerveja e licores rigidos geralmente indicam que o consumo
elevado de todos os tipos de bebida alcodlica confere risco (BARNES et al., 2005). A
qguantidade total de etanol e a duracdo do consumo de &alcool sdo fatores mais
importantes do que o tipo ou a constituicdo de bebida alcodlica (Guo et al., 2011).
Também ja foi demonstrado que o risco no desenvolvimento de CEO aumenta quanto

maior for a frequéncia de ingestéo de bebidas alcodlicas (INCA, 2014).

A forma pela qual o etanol pode promover o cancer oral ainda nédo é clara (Guo et al.,
2011). O estudo dos efeitos do consumo de alcool na cavidade oral encontra uma
série de dificuldades, pois os individuos geralmente ingerem diferentes graduacoes
alcodlicas e sdo imprecisos ao informar a respeito das doses ingeridas, quando

qguestionados (CARRARD et al., 2008). Desta forma, mesmo que sejam conhecidos



19

alguns mecanismos por meio dos quais o &lcool provoca altera¢gdes, ainda ndo existe
uma completa compreensdo de como eles podem modificar a mucosa bucal no

sentido de desenvolver um CE (CARRARD et al., 2008).

Sabe-se que as principais enzimas que metabolizam o alcool sdo a alcool
desidrogenase (ADH), que oxida o etanol a acetaldeido, e aldeido desidrogenase
(ALDH), que converte acetaldeido em acetato, como esquematizado na Figura 1
(JoHNSON et al., 2011). A mucosa bucal ndo é local preferencial para a degradacao do
alcool, mas alguma quantidade é absorvida e metabolizada em nivel tecidual durante
a degluticdo (CARRARD et al., 2008). Além disso, como a atividade da ALDH é baixa
na boca, pode haver acimulo de acetaldeido no epitélio bucal (CARRARD et al., 2008).
O acetaldeido é responsével pelo efeito carcinogénico oral do etanol, devido aos seus
multiplos efeitos mutagénicos sobre o DNA (JOHNSON et al., 2011). Dentre esses
efeitos pode-se citar a capacidade de provocar a quebra da dupla fita de DNA e de
formar complexos (adutos) com diferentes moléculas, principalmente com proteinas,
o0 que compromete o metabolismo celular (CARRARD et al., 2008). A capacidade de
degradacdo do alcool pode variar, ja que ha diferentes isoformas de ADH e ALDH,
codificadas por diferentes genes. Com isso, um acumulo de acetaldeido pode ocorrer
em quantidades maiores ou menores de alcool, dependendo do tipo de polimorfismo

presente (CARRARD et al., 2008).

NAD* NADH + H* NAD* NADH + H*

CH;—CH>,—OH
Ethanol Acetaldehyde Acetate

Figura 1 — Etapas iniciais de metabolizacédo do etanol. A alcool desidrogenase (ADH) oxida o etanol a
acetaldeido e a aldeido desidrogenase (ALDH) converte acetaldeido a acetato (KING, 2015).

Tem sido demonstrado que bebidas alcodlicas especificas contém impurezas ou
contaminantes que também podem ser cancerigenos (JOHNSON et al., 2011). N-

nitrosodimetilamina esta presente em algumas cervejas e whiskies e esta associada
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com um risco aumentado de cancer oral (JOHNSON et al., 2011). Os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, alguns dos quais sdo considerados cancerigenos, S&o
encontradas em muitas marcas de whisky (JOHNSON et al., 2011). O alcool também é
altamente calorifico, diminui o efeito protetor de alimentos benéficos, como frutas e

legumes, e diminui a fome (JOHNSON et al., 2011).

O alcool também atua por meio de danos causados pelo etanol nos fosfolipideos das
membranas celulares, aumentando sua permeabilidade (JOHNSON et al., 2011). Por
um mecanismo ainda desconhecido, o alcool impede que as células epiteliais
organizem a barreira de permeabilidade composta principalmente de lipidios, que tém
a funcao de impedir a desidratacéo e a penetracdo de agentes externos (CARRARD et
al., 2008). Desta forma, consumo de bebidas com concentragéo alcodlica entre 15%
e 25% facilitaria a penetracao de diferentes substancias nessas células (CARRARD et
al., 2008).

O sistema imunolégico também €& afetado pelo uso do &lcool, o que explica o
prognéstico ruim observado em pacientes que consomem habitualmente esse fator
de risco (CARRARD et al., 2008). Somando-se a isto, o alcool faz com que o alcoolista
se alimente mal, devido ao alto valor calérico, e diminui a absorcéo de nutrientes pelo
intestino (CARRARD et al., 2008). Isso pode acarretar na diminuicdo de micronutrientes
como, por exemplo, a vitamina A (retindides), que € importante para o controle da

diferenciacdo em diferentes tecidos epiteliais (CARRARD et al., 2008).

O etanol também é hepatotoxico, reduzindo a eficacia de sistemas enzimaticos
fundamentais para a desintoxicacdo de substancias cancerigenas (JOHNSON et al.,
2011). Estando o figado incapacitado de depurar toxinas, estas se manteriam no
sangue e poderiam afetar outros tecidos a distancia, por exemplo, a mucosa bucal
(CARRARD et al., 2008). A acdo do etanol no figado também pode ativar sistemas
enzimaticos de oxidacdo do etanol, como o sistema P450. Quando o consumo de
alcool é elevado, o citocromo P450 2E1 (CYP2E1L, um membro da superfamilia do
citocromo P450) também pode catalisar etanol em acetaldeido, enquanto produz
espécies reativas de oxigénio (ZYGOGIANNI et al., 2011). Adicionalmente, 0 consumo
de alcool modifica a capacidade antioxidante do organismo, levando ao estado de

desequilibrio chamado estresse oxidativo (CARRARD et al., 2008).
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Frequentemente, estudos tém apontado para o possivel efeito sinérgico entre o
consumo de tabaco e alcool no desenvolvimento do CEO (SAMAN, 2012). O risco
atribuido a populacdo relacionado ao tabagismo e uso de alcool para o
desenvolvimento de cancer oral ja foi estimado em 80% para o sexo masculino, 61%
para o sexo feminino, e 74% de forma geral (SAMAN, 2012). Homens que fumam e
bebem sdo quase 38 vezes mais propensos a desenvolver cancer de cabeca e
pescoco do que os homens que ndo os fazem (ZYGOGIANNI et al., 2011). Da mesma
forma, parte do alto indice de incidéncia do CEO em homens de paises
industrializados reflete a longa tradicdo do consumo em excesso de alcool e fumo de

tabaco (PETERSEN, 2009).

Os mecanismos celulares relacionados ao uso combinado de tabaco e &lcool ainda
nao sdo bem compreendidos (ZYGOGIANNI et al., 2011). Entretanto, a epidemiologia
molecular tem apontando para a importancia de vias oxidantes/antioxidantes e vias

metabolicas envolvidas com o sistema do citocromo P450 (ZYGOGIANNI et al., 2011).

A modificacdo da permeabilidade da mucosa oral pode ser uma boa explicacao para
0 sinergismo entre consumo de alcool e fumo no desenvolvimento de cancer de oral
(CARRARD et al., 2008). Tem sido demonstrado que esse efeito também aumenta a
penetracdo de substancias cancerigenas especificas do tabaco através de mucosa
oral (JOHNSON et al., 2011). Isso também prejudica os mecanismos de reparo de DNA
e atua como um solvente, permitindo que os carcinégenos do tabaco penetrem no

tecido e possivelmente catalisem sua ativacdo (JOHNSON et al., 2011).

A maior incidéncia de CEO em homens em relacdo as mulheres pode se dever a maior
indulgéncia pelos mesmos nos fatores de risco mais importantes, como 0 consumo
elevado de alcool e tabaco para o cancer intra-oral e luz solar para o cancer de labio,
para aqueles que trabalham ao ar livre (JOHNSON et al., 2011). Entretanto, a incidéncia
e a taxa de mortalidade devido ao cancer oral em mulheres estdo aumentando em
algumas partes do mundo (JOHNSON et al., 2011). Tradicionalmente considerada uma
doenca de homens, o CEO costumava afetar seis homens para cada mulher
(PAPAGERAKIS et al., 2014). Contudo, ao longo dos ultimos 10 anos, essa proporgao
tem se alterando assustadoramente, tornado-se 2: 1 e afetando também pacientes

mais jovens (PAPAGERAKIS et al., 2014). Esse aumento na incidéncia taxa de
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mortalidade entre mulheres pode ser explicado pelo aumento do habito no uso do

cigarro (ARIYAWARDANA E JOHNSON, 2013) e/ou de outros fatores de risco.

Outra coisa que pode estar envolvida com a suscetibilidade de mulheres ao CEO pode
ser a deficiéncia de estrogénio (JOHNSON et al., 2011). Uma idade média
significativamente mais jovem na menopausa e maiores taxas de histerectomia podem
influenciar as taxas de cancer oral visto entre as mulheres mais jovens no Ocidente
(JOHNSON et al., 2011).

Além do tabaco e élcool, outros fatores de risco também tém demonstrado importancia
para o desenvolvimento do CEO, como infec¢gdes por HPV, principalmente pelo tipo

16, exposicao a radiacdo UVA solar (cancer de labio) e dieta (INcA, 2014).

O Papilomavirus Humano (HPV) tém recentemente emergido como fator etiol6gico
importante particularmente para tumores desenvolvidos na lingua e orofaringe,
estando também associados com idades jovens no diagnostico (PAPAGERAKIS et al.,
2014). Parte desse aumento na incidéncia pode ser em razdo de mudangas no
comportamento sexual (INCA, 2014). Entretanto, os mecanismos envolvidos no
impacto do HPV na infeccdo de CECP e resposta a terapia ainda ndo sdo bem
compreendidos, havendo inclusive um grande controvérsia quanto o tratamento do

cancer de orofaringe (PAPAGERAKIS et al., 2014).

BN

Em relacdo a radiacdo UVA, sua influéncia no desenvolvimento de CEO se da
principalmente no labio inferior, por este receber mais diretamente a luz do sol
(JOHNSON et al., 2011). Essa evidéncia vem de muitos paises, incluindo aqueles de
altas latitudes com ar limpo, através do qual a luz ultravioleta penetra facilmente, como
a Finlandia ou Suica (JOHNSON et al., 2011). Outros indicios também s&o provenientes
de paises proximos a linha do equador, com longas horas regulares de sol, como a

Grécia rural e india (JOHNSON et al., 2011).

Sabe-se também que uma dieta pobre se apresenta com um fator de risco para todos
os tipos de CECP (JOHNSON et al., 2011). Alguns micronutrientes conhecidamente
relacionados com a reducéo no risco de desenvolvimento de CEO sao as vitaminas
A, C, D e E, assim como o0s seguintes alimentos: frutas, peixes e vegetais (JOHNSON
et al., 2011; SAMAN, 2012; INCA, 2014). Grande parte do efeito protetor deve-se a acéo

antioxidante desses alimentos/micronutrientes (JOHNSON et al., 2011).
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2.1.3. Sintomas, progndstico e diagndéstico

Tumores pequenos de cavidade oral e orofaringe sdo muitas vezes assintomaticos ou
podem apresentar sintomas vagos e sinais minimos (BARNES et al., 2005). Por isso,
um alto indice de suspeita clinica € necessario para diagnosticar essas lesdes,
especialmente no caso de pacientes que possuem habitos tabagistas e etilistas
(BARNES et al., 2005). A maioria dos pacientes apresentam sinais e sintomas quando
a doenca encontra-se localmente avancada (BARNES et al., 2005). As caracteristicas
clinicas podem variar de acordo com o sitio intraoral afetado (BARNES et al., 2005).
Crescimento e ulceracdo da mucosa, dor, dor reletida para o ouvido, mau halito,
dificuldade em falar, abrir a boca, mastigar, dificuldade e dor a degluticéo,
sangramento, perda de peso e inchaco do pesco¢o sédo 0s sintomas mais comuns de
apresentacao dos canceres localmente avancados de boca e orofaringe (BARNES et
al., 2005). Ocasionalmente, o0s pacientes apresentam linfonodos cervicais
aumentados sem quaisquer sintomas de lesdes na boca e orofaringe (BARNES et al.,
2005). Canceres extremamente avancados se apresentam como crescimento
ulceroproliferativo com areas de necrose e extensao para estruturas adjacentes, tais
como 0sso, musculo e pele (BARNES et al., 2005). Nas fases terminais, 0s pacientes
podem apresentar fistula orocutanea, sangramento intratavel, anemia grave e

caquexia (BARNES et al., 2005).

Varios fatores prognésticos podem influenciar a sobrevida do carcinoma de boca e de
faringe, incluindo a etnia, estagio do diagnostico, sexo, idade, localizagdo anatémica,
tipo morfolégico, tipo de terapia adaptada para o tratamento, tamanho, sitio primario,
presenca de metastases em linfonodos, grau de diferenciacéo e pleomorfismo celular
(BITTAR et al., 2010). Estudos ja demonstraram um risco maior de morte por cancer
bucal em usuérios de tabaco, nos sitios anatdmicos da gengiva e trigono (BITTAR et
al., 2010).

A melhor forma de diminuir a incidéncia dessa doenca é controlar os fatores de risco
gue conhecidamente favorecem seu desenvolvimento (INCA, 2014). Pelos menos trés
guartos de todos os casos de cancer oral poderiam ser prevenidos pela eliminacao do

cigarro e reducdo do consumo de &lcool (WARNAKULASURIYA, 2009). Estudos
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demonstraram que a interrupgao do uso do cigarro contribui para a redug¢ao no risco
de cancer oral de 50% em 5 anos (VAN DER WAAL, 2013). Apés 10 anos de interrupcao,
o risco de desenvolvimento da doenca reduz praticamente para o nivel de um nao
fumante (VAN DER WAAL, 2013). A remocao dos dois principais fatores de risco
também reduz o risco do surgimento de um segundo tumor em pacientes com CEO

(WARNAKULASURIYA, 2009).

Para reduzir a mortalidade, € necessario que haja diagnostico precoce feito por meio
do exame clinico dos tecidos da boca (INcA, 2014). Quanto mais cedo for a
intervencao, melhor sera o prognaostico para a taxa de sobrevida em 5 anos (BITTAR
et al., 2010). No exame clinico é possivel identificar tanto lesdes potencialmente
malignas quanto o cancer em estagios iniciais, possibilitando um tratamento menos
agressivo e o aumento da sobrevida (INcA, 2014). O autoexame ndo deve ser
preconizado como método preventivo com o risco de mascarar lesées e retardar o

diagnéstico do tumor (INCA, 2014).

A otimizacdo da terapia e sobrevida do cancer oral dependem de um diagnostico
adequado do tumor primario e sua extensao clinica (BARNES et al., 2005). O exame
fisico deve incluir a inspecéo visual e palpacao de todas as superficies das mucosas,
palpacdo bimanual do assoalho da boca e avaliacdo clinica do pescoco para
envolvimento de ganglios linfaticos (BARNES et al., 2005). O diagndstico é confirmado

pela biopsia (BARNES et al., 2005).

O estadiamento da doenca é feito através do sistema TNM. A descricdo da extensdo
anatdmica da doenca tem por base a avaliacdo de trés componentes: T - a extenséo
do tumor primario; N - a auséncia ou presenca e a extensdo de metastase em
linfonodos regionais; M - a auséncia ou presenca de metastase a distancia (BRASIL et
al., 2004); conforme demonstrado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3. A adicdo de
nameros a estes trés componentes indica a extensdo da doenga maligna. Assim
temos: TO, T1, T2, T3, T4; NO, N1, N2, N3; MO, M1 (BRrRAsIL et al., 2004). A Tabela 4
descreve a extensdo anatdmica aparente da doenca através do grupamento por

estadio de cada componente.



Tabela 1 - Classificagdo TNM quanto a extensao do tumor primario
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T - Tumor Priméario

TX
TO
Tis
T1
T2

T3

T4a (Labio)

T4a
oral)

T4a (Orofaringe)

T4b

T4b (Orofaringe)

(Cavidade

(Labio
cavidade oral)

O tumor primario ndo pode ser avaliado.

N&o ha evidéncia de tumor primario.

Carcinoma in situ.

Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimenséo.
Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimenséo.

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

Tumor que invade estruturas adjcentes: cortical 6ssea, musculos
profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e
estiloglosso), seios maxilares ou pele da face.

Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: laringe, musculos
profundos/extrinsicos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e
estiloglosso), pterigbide medial, palato duro e mandibula.

Tumor que invade o espaco mastigador, laminas pterigdides ou base do cranio
ou envolve artéria car6tida interna.

Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: musculo pterigéide
lateral, laminas pterig6ides, nasofaringe lateral, base do cranio ou adjacentes
a artéria carotida.

Tabela 2 - Classificagdo TNM quanto a auséncia ou presenca e a extensdo de metastase em

linfonodos regionais.

N - Linfonodos Regionais

NX
NO

N1

N2

N3

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

Auséncia de metastase em linfonodos regionais

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

dimensao

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

N2a

N2b

N2c

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

Metéastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm
em sua maior dimensao

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

Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimenséao
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Tabela 3 - Classificacdo TNM quanto a auséncia ou presenca de metastase a distancia

M - Metastase a Distancia

MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metéastase a distancia

Tabela 4 - Grupamento por estadios segundo a classificagdo TNM

Classificacdo TNM

Estadio
T N M
Estadio O Tis NO MO
Estéadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio IlI T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
Estadio IVA T1,T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
Estadio IVB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

Para cada localizacdo anatbmica € necessario observar principalmente o estadio
clinico e histopatoldégico do tumor. O estadiamento clinico é estabelecido a partir dos
dados do exame fisico e dos exames complementares pertinentes ao caso (INCA,
2015). O estadiamento patologico baseia-se nos achados cirirgicos e no exame
anatomopatologico da peca operatoria (INCA, 2015). O dltimo € estabelecido apés
tratamento cirdrgico e determina a extensdo da doengca com maior precisdo (INCA,
2015). O estadio clinico é essencial para selecionar e avaliar o tratamento, enquanto
gue o estadio histopatoldgico fornece dados mais precisos para avaliar o prognostico

e calcular os resultados finais (BRASIL et al., 2004).

Pacientes cuja deteccdo do CEO é precoce (em estagio | ou Il) podem ser curados
mais facilmente por cirurgia ou radioterapia (HEROIU CATALOIU et al., 2013). Entretanto,
a maior parte dos acometidos com CEO séo diagnosticados nos estadios Il e IV da
doenca (BITTAR et al., 2010). A alta proporgao de pacientes que procuram tratamento
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com o estadio avancado da doenca ndo tem mudado ao longo de 40 anos
(WARNAKULASURIYA, 2009). O estadiamento avancgado favorece um risco aumentado
de recorréncia do tumor, surgimento de metastase e desenvolvimento de um segundo
cancer primério (HErRoOIU CATALOIU et al., 2013). O atraso recorrente no diagnostico do
CEO deve-se em grande parte aos sintomas minimos ou nao especificos e pela
diversidade de apresentacdes clinicas (VAN DER WaAL, 2013). A identificacdo da
malignidade também é dificultada pela falta de treinamento e conhecimento por parte
de muitos dentistas, comumente os primeiros profissionais da satude a entrarem com

contato com os pacientes (VAN DER WAAL, 2013).

O principal fator que influencia a taxa de mortalidade do cancer oral é o estagio da
doencga na admissédo (VAN DER WAaAL, 2013). Em geral, o progndstico diminui com o
avanco da doenca e o aumento da inacessibilidade do tumor (WARNAKULASURIYA,
2009). O estagio TNM na apresentacao do tumor afeta significativamente a sobrevida
em cinco anos (WARNAKULASURIYA, 2009). A taxa de sobrevida em cinco anos do
cancer em estégio | de diversos sitios, como as extremidades da lingua, assoalho
bucal, bochecha e gengivas, € de aproximadamente 80%, enquanto que em pacientes
com a doenca avancada (estagios Il / IV) é de aproximadamente 20% (VAN DER WAAL,
2013).

Estudos demonstraram que o sintoma que mais motiva 0s pacientes a procurarem um
tratamento é a dor, que na maioria das vezes sO surge quando a doenca estad em
estagio Il (BITTAR et al., 2010). Ferida ou Ulcera nédo tratada foram relatadas como o0s
primeiras lesdes mais comuns da doenca (VAN DER WAAL, 2013). Entretanto, metade
dos pacientes que identificam essas lesdes nao os relaciona com a possibilidade de

cancer oral, mas como algo menor (VAN DER WAAL, 2013).

A presenca de metastase linfonodal € conhecidamente um dos fatores prognosticos
mais importantes relacionados ao CEO (FaAN et al., 2011). Da mesma forma, diversos
estudos tém demonstrado uma relagédo desse fator com diminuigbes drasticas nas
taxas de sobrevida dos pacientes (FAN et al., 2011). O acometimento linfonodal esta
fortemente relacionado com progndsticos ruins, metéastases e reducdo significativa da
sobrevida a longo prazo dos pacientes (FAN et al., 2011). Isto pode ser explicado pelo
fato de que carcinomas que acessam o0 sistema linfatico sdo capazes de invadir e

promover a proliferacdo dos vasos linfaticos (WEHRHAN et al., 2014).



28

A presencga e extensdo de metastase em linfonodo cervical em diagndstico inicial
fornece uma previsdo quanto ao comportamento e resultado final do CEO (FAN et al.,
2011). O procedimento basico para a deteccédo de linfonodo cervical € o exame fisico
(FAN et al., 2011). Entretanto, apenas o exame clinico ndo é suficiente para determinar
a real extensdo do acometimento local e metastase regional (FAN et al., 2011). Desta
forma, para aumentar a efichAcia da avaliacdo € recomendada a utilizacdo de
modalidades diagndsticas modernas auxiliares, como tomografia computadorizada,
ressonancia magnética por imagem e ultrassonografia (FAN et al., 2011). Entretanto,
alguns tipos de micrometastases nao palpaveis podem néo ser detectadas por essas
técnicas convencionais por imagem (FAN et al., 2011), podendo prejudicar o

progndéstico do paciente.

A chance do desenvolvimento de metastase em cada sitio anatbmico depende da
guantidade de vasos sanguineos e linfaticos presentes naquele determinado local
(FAN et al., 2011; SADRI et al., 2015). A gengiva e a lingua sao os locais de tecidos
moles da cavidade oral onde ha maior ocorréncia de metastases (SADRI et al., 2015).
O CEO localizado na linha média da cavidade oral tem sido associado com aumento
na chance de metastase em linfonodo cervical, devido ao contato com vasta rede
linfatica (FAN et al., 2011). Pesquisas também tém apontado que pacientes com tumor
primario no assoalho bucal, que é conhecido por ter uma rica drenagem linfatica
bilateral, possuem um maior risco de metastases contralaterais do que pacientes com
tumores de lingua ou aqueles que invadem o trigono retromolar (FAN et al., 2011). Da
mesma forma, tem sido demonstrado que pacientes com tumor na base da lingua e
no assoalho bucal possuem uma maior frequéncia de metastase cervical contralateral
do que pacientes com tumor na area do trigono retromolar ou na parte movel da lingua
(FAN et al., 2011).

O sitio anatbmico também pode estar relacionado a diferentes taxas de sobrevida.
Para a maioria dos paises, taxas de sobrevida em 5 anos para canceres de lingua,
cavidade oral e orofaringe estéo por volta de 50% (WARNAKULASURIYA, 2009). O melhor
resultado € para o cancer de labio, com mais de 90% dos pacientes que sobrevivem

por 5 anos (WARNAKULASURIYA, 2009).
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2.2.Metilag&o e cancer

2.2.1. Metilacdo como evento epigenético

Durante o desenvolvimento, células somaticas que descendem de uma Unica célula
progenitora e contém um genotipo semelhante, diferenciam-se por adquirirem
diversas funcBes e caracteristicas através da expressao e repressao de diferentes
conjuntos de genes (GAL-YAM et al., 2008). Este processo € provocado por alteracdes
que afetam a forma pela qual o material genético € embalado e utilizado sem alterar
a sua sequéncia de nucleotideos (GAL-YAM et al., 2008).

Tais mudancas hereditarias na expressao génica que nao resultam de alteracdes na
sequéncia primaria do DNA sdo chamadas de Epigenética (CRIDER et al., 2012). Os
mecanismos epigenéticos contribuem com a regulacdo dos principais processos
moleculares que ocorrem no nucleo incluindo transcricdo, replicacdo, reparacao e
processamento do RNA (CRIDER et al., 2012). A maior parte dessas mudancas
hereditarias é estabelecida durante a diferenciacdo celular e mantida ao longo de
multiplos ciclos de divisdo, permitindo que as células tenham identidades diferentes

apesar de conter a mesma informacéo genética (SHARMA et al., 2010).

As modificacdes epigenéticas possuem trés principais funcbes nas células de
mamiferos: contribuem para o controle da arquitetura cromossomal assegurando
estabilidade e segregacédo apropriada dos mesmos durante a mitose; contribuem para
a manutencdo do silenciamento e inacessibilidade de elementos repetitivos e
retroelementos endogenos; e para regulacdo da expressédo de genes individuais ou

grupos de genes (ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014).

Dentre as principais modificacdes epigenéticas pode-se citar: a metilagdo de citosinas
no DNA, modificagbes pos-traducionais de proteinas histonas e posicionamento de
nucleossomos ao longo do DNA (SHARMA et al., 2010). A primeira € uma das mais
estaveis e, provavelmente, a mais extensamente estudada em mamiferos (Zuo et al.,
2009; SHARMA et al., 2010).
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A metilagdo do DNA se refere a adicdo de um grupo metil no carbono 5 de bases de
citosina do DNA, formando 5-metilcitosina (HE et al., 2011; MIKESKA E CRAIG, 2014). O
grupo metil é transferido de uma S-adenosil-L-metionina para um residuo de citosina
via DNA metiltransferases (MIKESKA E CRAIG, 2014). Nos mamiferos, essas
modificagdes ocorrem quase exclusivamente em residuos de citosinas precedidos de

guanina - dinucleotideos CpG (GAL-YAM et al., 2008).

A frequéncia gendmica de dinucleotideos CpG é mais baixa do que o esperado para
a maioria dos mamiferos (CRIDER et al., 2012). Acredita-se que isso se deve a
desaminacdo espontanea da 5-metilcitosina, o que resulta na formacdo de uma
timidina (CRIDER et al., 2012). Essa mutagdo ndo é eficientemente reconhecida pela
magquinaria de reparo do DNA, resultando em um acumulo de mutacdo C>T durante
a evolucdo (GAL-YAM et al., 2008). Como resultado, aproximadamente 99% do
genoma é empobrecido de CpG (GAL-YAM et al., 2008). O restante 1%, entretanto,
tem uma frequéncia de dinucleotideos CpG aproximadamente 10 vezes maior do que
o restante do genoma (GAL-YAM et al., 2008; CRIDER et al., 2012). Essas regides sdo
chamadas de Ilhas CpG e normalmente possuem uma extensao de 0,5-2kb (GAL-YAM
et al., 2008; Zuo et al., 2009).

As ilhas CpG sao encontradas na maioria das vezes nas regides 5 regulatérias dos
genes e aproximadamente 60% dos promotores de genes humanos estdo embebidos
nessas ilhas (GAL-YAM et al., 2008). Apesar de a maior parte dos sitios CpG no
genoma estarem metilados, cerca de 90% das ilhas CpG permanecem desmetiladas
durante o desenvolvimento e em diferentes tecidos (GAL-YAM et al., 2008; SHARMA et
al., 2010). Entretanto, algumas ilhas CpGs promotoras tornam-se metiladas durante o
desenvolvimento, o que resulta em silenciamento transcricional a longo prazo (GAL-
YAM et al., 2008).

A metilacdo do DNA pode ter outras funcdes (regulatorias) fora das regides
promotoras, como em regibes intragénicas, intergénicas e regides com baixa
densidade de CpG (MIKESKA E CRAIG, 2014). A regulacdo génica por metilacdo de CpG
tem sido relacionada a um largo espectro de processos biolégicos, do
desenvolvimento ao envelhecimento (SEPULVEDA et al., 2009). Como um mecanismo
de silenciamento, esse tipo de modificacdo epigenética desempenha um papel

importante na repressdo transcricional de regifes repetitivas e centroméricas, na
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inativacdo do cromossomo X em fémeas e no imprinting genémico (GAL-YAM et al.,
2008). A metilacdo do DNA também tem sido relacionada a processos inflamatérios,
doencas infecciosas e cancer (SEPULVEDA et al., 2009). O silenciamento mediado pela
metilacdo do DNA ocorre em conjunto com modificacdes de histonas e remodelacéo
de nucleossomos, que juntos estabelecem uma estrutura repressiva de cromatina
(GAL-YAM et al., 2008).

A metilacdo do DNA tem grande importancia no imprinting genémico (CRIDER et al.,
2012). Nesse processo apenas um dos alelos de um gene (materno ou paterno) torna-
se ativo em uma célula, resultando em uma expressdo monogénica (CRIDER et al.,
2012). Em relacéo a inativacdo do cromossomo X, essa modificacdo epigenética atua
na inativacdo aleatéria de um dos cromossomos X de todas as células sométicas
durante a embriogénese feminina (CRIDER et al., 2012). Esse processo também resulta
em uma expressdo monogénica (CRIDER et al., 2012). A metilagdo de sequéncias
repetitivas também possui grande importancia no silenciamento transcricional e,

consequentemente, estabilidade gendmica (ARAND et al., 2012).

A aquisicdo de metilacdo no DNA ¢é catalisada por uma familia da DNA
metiltransferases (DNMTSs), como ilustrado na Figura 2 (ADALSTEINSSON E FERGUSON-
SMITH, 2014). Durante a fase S do ciclo celular, os DNMTs atuam na forquilha de
replicacdo copiando o padrao de metilacdo da fita parental para a fita filha, tornando
os padrdoes de metilacdo hereditarios ao longo de varias geracdes de divisbes
celulares (GAL-YAM et al., 2008). Os mamiferos possuem pelo menos 3 tipos de
DNMTs: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (CRIDER et al., 2012). DNMT1 € o tipo de DNMT
mais abundante nas células e acredita-se agir como metiltransferase de manutencgéo
primaria por meio da metilagdo de DNA hemimetilado apos a replicagdo da molécula
(CRIDER et al.,, 2012). As DNMT3a e DNMT3b atuam independentemente da
replicacdo e possuem a mesma afinidade tanto para DNA desmetilado quanto para
DNA hemimetilado (SHARMA et al.,, 2010). Essas duas ultimas DNMTs atuam na
metilacio do DNA de novo (CRIDER et al., 2012). Elas atuam durante o
desenvolvimento dos mamiferos de forma a estabelecer os padrdes de metilacdo do
DNA como um remodelador epigenético e reprogramador que procede durante a
diferenciacdo (CRIDER et al., 2012). DNMT3a e DNMT3b apresentam um papel

fundamental na preservacdo do padrdo de metilacdo parental em células filhas
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(CRIDER et al., 2012). Cada uma dessas DNMTs metilam sequéncias diferentes do
DNA no genoma, isto porque camundongos nulos para o0s genes dessas
metiltranferases apresentam defeitos diferentes no desenvolvimento (OkaNoO et al.,
1999). Um terceiro membro da familia DNMT3, o DNMTS3L, ndo possui atividade
catalitica, mas funciona como um regulador de DNMT3a e DNMT3b (HE et al., 2011).

Cytosine (C) 5-methylcytosine (m5C)

Figura 2 — Metilagdo do DNA. Residuos de citosina no DNA séo convertidos em 5-metilcitosina por
uma DNA metiltransferase (DNMT). O grupo metil € doado pelo doador universal S-adenosilmetionina
(SAM), que é convertido em S-adenosil-L-homocisteina (GRONBAEK et al., 2007).

Os mecanismos pelos quais a metilacgdo do DNA silencia a transcricdo ndo é
claramente compreendido (CRIDER et al., 2012). Apesar disso, varios mecanismos tém
sido propostos (CRIDER et al., 2012). A metilacdo do DNA pode provocar o
silenciamento génico tanto prevenindo quanto promovendo o recrutamento de
proteinas regulatérias ao DNA (SHARMA et al., 2010). Um grupo de proteinas
chamadas proteinas de ligacdo a metil (MBP) ligam-se especificamente a sequéncias
de DNA metiladas (ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). Essas proteinas, como
a proteina de ligacdo a metil CpG 2 e o dominio de ligacdo a DNA metilado 2,
reconhecem e ligam-se a 1 ou mais dinucleotideos CpG metilados (CRIDER et al.,
2012). As MBPs, por sua vez, interagem ou recrutam complexos silenciadores de
transcricdo, como o complexo de remodelagem do nucleossomo e desacetilase
(NuRD), contendo complexos de remodelagem da cromatina e/ou enzimas
modificadores de histonas, como as histonas desacetilases (HDACs) (CRIDER et al.,
2012; ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). A repressdo @génica nesses
complexos € resultante da atividade de histona desacetilase e subsequente
condensacao da cromatina (ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). Dentre os
componentes das multisubunidades de modificadores de cromatina e de complexos

de remodelagem envolvidos na repressdao transcricional, também tem sido
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encontradas as DNMTs (CRIDER et al., 2012). Isto sugere que a maquinaria de
metilacdo do DNA também pode ser recrutada para genes especificos por outros
mecanismos e que a modificacdo/remodelacdo da cromatina e metilacdo atuam de
forma conjunta no silenciamento transcricional (CRIDER et al., 2012). A Figura 3 ilustra
a interacdo da metilagdo com outros eventos epigenéticos na regulacao da expressao
génica. Alternativamente, a metilagdo pode inibir a transcricdo por meio do bloqueio
de sequéncias de ligagcdo no DNA de fatores de transcricdo ou de outras proteinas

regulatérias (SHARMA et al., 2010; ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014).

A) "Open chromatin " B) "Closed chromatin”

®) m3CpG - Histone deacetylase @ Histone 3 lysine 4 trimethylation

O CpG (E@) Methyl-CpG-binding domain protein @ Histone 3 lysine 9 trimethylation

A Histone acelyl transferases Ac Histone acetylation

Figura 3 — Estrutura da cromatina de promotores ativos e inativos. A) A cromatina transcricionalmente
ativa (open chromatin) é caracterizada por citosinas ndo metiladas (circulos brancos) e caudas de
histonas acetiladas (Ac) gracas a a¢do das Histonas acetiltransferases (HATS). A Lisina 4 na histona
H3 encontra-se trimetilada (hexadgonos rosas) favorecendo a expressao génica. B) Quando tornam-se
metiladas (circulos roxos), as citosinas se ligam as proteinas de ligacdo a metil-CpG (MBP) que atraem
as Histonas desacetilases (HDACSs). Essas, por sua vez, removem 0s grupos acetil das caudas de
histonas. O DNA ent&o se enrola em uma estrutura fechada da cromatina, carregando a histona H3
com lisina 9 trimetilada (hexagonos cinzas) (GRONBAEK et al., 2007).
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2.2.2. Influéncia da metilacdo nainiciagcéo e progressao do cancer

7

Atualmente é amplamente aceito que o0 céancer resulta de uma combinacdo de
interrupcdo ou disfuncdo genética e epigenética (MIKESKA E CRAIG, 2014). Essas
alteracbes genéticas e epigenéticas interagem em todos o0s estagios do
desenvolvimento do cancer, trabalhando em conjunto para promover a progressao da
doenca (SHARMA et al., 2010). Diversos estudos tém demonstrado que aberracées
epigenéticas nas células cancerosas contribuem significativamente para a iniciacao,
invasdo, metastase e resisténcia tumoral a quimioterapia (Zuo et al., 2009). Essas
descobertas tém resultado em uma iniciativa global para o entendimento do papel
epigenético na iniciacdo e propagacao do cancer (SHARMA et al., 2010). O fato de as
alteracdes epigenéticas serem potencialmente reversiveis e poderem ser restauradas
ao seu estado normal por terapias epigenéticas, diferentemente das mutacdes
genéticas, torna tais iniciativas promissoras e terapeuticamente relevantes (SHARMA
et al., 2010).

A iniciacéo e progressao do cancer sdo acompanhadas por profundas mudancas no
padrdo de metilacdo do DNA, que foi o primeiro tipo de alteracdo epigenética
identificada no cancer (SHARMA et al., 2010). Enquanto os mecanismos subjacentes
gue iniciam essas mudancas globais permanecem sob investigacdo, estudos recentes
indicam que algumas delas ocorrem muito cedo no desenvolvimento do cancer e
podem contribuir para a sua iniciagdo (SHARMA et al., 2010). As alteracbes de
metilacdo do DNA no cancer ndo parecem ser aleatorias, visto que tumores de
linhagens celulares especificas mostram modificacbes semelhantes no padrédo de
metilacdo que s&o distintas de outros tipos de tumores e do tecido normal (CRIDER et
al., 2012).

As mudancas mais notadas sao os eventos globais de hipometilacdo do genoma e de
hipermetilagdo gene-especifica de ilhas CpG, como ilustrado na Figura 4 (KALARI E
PFEIFER, 2010). Essas duas alteracdes estdo entre as marcagdes mais proeminentes
de genomas cancerosos (KALARI E PFEIFER, 2010). Com o aumento da gravidade do

tumor, um numero progressivo de loci exibem um aumento na metilagdo primaria do
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DNA nas ilhas CpGs e uma diminuigdo na metilacdo do DNA em outras regides que
nao sao de ilhas CpG (CRIDER et al., 2012).

? nonmethylated Cytosine
(P methylated Cytosine

Figura 4 — Perfil epigenético de metilagdo do DNA em células normais e cancerosas. Em células
normais, quase todos os dinucleotideos CpG dispersos estao metilados (circulos cinzas), enquanto as
ilhas CpG, localizadas principalmente em regides regulatorioas 5 de genes, encontram-se nao-
metiladas (circulos brancos). Nas células cancerosas, muitas ilhas CpG tornam-se hipermetiladas,
ocasionando o silenciamento génico, enquanto ocorre uma hipometilagdo global, principalmente em
regides repetitivas (GAL-YAM et al., 2008).

O papel da hipometilacdo na causa do cancer tem sido claramente sugerida por
estudos com camundongos que carregam alelos hipomorficos dos genes das DNMTs
(KALARI E PFEIFER, 2010). A hipometilagdo ocorre principalmente em varias sequéncias
gendbmicas como sequéncias repetitivas, DNA centromérico e retrotransposons,
resultando em instabilidade gendmica (SHARMA et al., 2010; WITTE et al., 2014). A
hipometilagdo do DNA em sequéncias repetidas resulta em um aumento da
instabilidade genémica por promover rearranjos cromossomais (SHARMA et al., 2010).
Nos retrotransposons, por sua vez, a hipometilacdo pode causar sua ativacdo e
translocacdo para outras regibes gendmicas (SHARMA et al., 2010). A perda da
metilacdo também pode ocasionar a ativacao transcricional de genes normalmente
silenciados, como oncogenes (WITTE et al., 2014). A hipometilagdo pode ativar genes
promotores de crescimento e promover a perda de imprinting nos tumores (SHARMA et
al., 2010). Além disso, a hipometilagéo global ou localizada do DNA é frequentemente

acompanhada pela hipermetilagéo focal das ilhas CpGs (WITTE et al., 2014).

A maioria dos estudos sobre fatores epigenéticos relacionados a iniciacdo e
progressao da tumorigénese refere-se a hipermetilacéo de ilhas CpGs ou promotores
de genes (KALARI E PFEIFER, 2010). O silenciamento de genes supressores do tumor
por hipermetilacdo de promotor tem sido comumente observado em diversos tipos de

cancer incluindo o de célon, bexiga, estbmago, mama, uterino, carcinomas renais, etc
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(Zuo et al., 2009). Notavelmente, ndo apenas genes codificadores de proteinas sofrem
essas modificacdes; ilhas CpG de regides promotoras de microRNAs nédo codificantes
tém se mostrado hipermetilados em tumores, possivelmente contribuindo para a

carcinogénese (GAL-YAM et al., 2008).

Durante a tumorigénese, ambos os alelos de um gene supressor tumoral precisam
estar inativados (KALARI E PFEIFER, 2010). Essa inativacéo bialélica de supressor de
tumor pode ocorrer por eventos combinados ou ndo de metilagdo, delegcdo e/ou
mutacdo (Figura 5) (GRONBAEK et al., 2007). A hipermetilacdo de ilhas CpG que
abrange regides promotoras de genes supressores de tumor pode levar ao
silenciamento génico e assim se tornar um mecanismo de tumorigénese (KALARI E
PFEIFER, 2010). Diversos desses genes tém demonstrado sofrer silenciamente tumor-
especifico por metilagcdo, como RB, CDKN2A, VHL, APC (polipose adenomatosa
familiar), MLH1, RASSF1A, RARB, MGMT, GSTP1, CDH13, DAPK, TIMP3 e BRCA1
(KALARI E PFEIFER, 2010; SHARMA et al., 2010). Genes alterados por metilagdo do DNA
geralmente estdo envolvidos em importantes vias celulares para o desenvolvimento e
progressao do tumor (KALARI E PFEIFER, 2010; SHARMA et al., 2010). Dentre esses
processos estdo incluidos genes relacionados a regulacdo do ciclo celular (como
CDKN2A e CHFR), proliferacdo celular (como CDKN2A e CXCL12), reparo do DNA
(como MGMT), apoptose (como DAPK, caspase 8, FAZ e TRAILR1) e invasao celular
(como CDH1, ADAMTS], TIMP3 e PTGER2) (KALARI E PFEIFER, 2010). Além da
inativacdo direta de genes supressores de tumor, a hipermetilacdo do DNA pode
silenciar indiretamente classes de genes adicionais pela perda de expressdo de
fatores de transcricdo (SHARMA et al., 2010). Isso acontece, por exemplo, com o gene
RUNX3 no cancer de esdfago e com os genes GATA-4 e GATA-5 nos canceres

colorretal e gastrico (SHARMA et al., 2010).
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Figura 5 — Mecanismos de inativacéo bialélica de genes supressores de tumor. Se o primeiro alelo é
metilado (circulos negros), o segundo pode ser inativado tanto por metilacdo, delecdo ou mutagéo
(estrela). A sequéncia dos eventos de inativagdo pode ocorrer em qualquer ordem (GRONBAEK et al.,
2007).

Algumas dessas alteracdes epigenéticas tém sido descritas como biomarcadores para
o cancer (KALARI E PFEIFER, 2010). Na literatura, a frequéncia de metilacdo (a
porcentagem de tumores analisados que possuem alelos substancialmente
metilados), geralmente varia de uma porcentagem baixa para alguns genes a até mais
de 80% para outros genes (KALARI E PFEIFER, 2010). As frequéncias de metilacdo
reportadas, ainda que para um mesmo gene, podem frequentemente diferir
consideravelmente dependendo da populacdo de estudo, histologia do tumor e/ou
metodologia utilizada para detectar a metilacdo das ilhas CpG (KALARI E PFEIFER,
2010).

Apesar da capacidade da hipermetilacdo do DNA de silenciar genes supressores de
tumor no cancer ser bem estabelecida, a forma pelo qual determinados genes se
tornam alvo para essa metilagdo anormal ainda ndo esta clara (SHARMA et al., 2010).
Uma possibilidade é de que esse silenciamento permite uma vantagem de
crescimento as ceélulas, resultando na sua selecado clonal e proliferagdo (SHARMA et
al., 2010). A metilacao tumor-especifica de ilhas CpG pode ocorrer em uma sequéncia
especifica por um direcionamento de DNMTs devido a associagdo das mesmas com
fatores de transcricdo oncogénicos (SHARMA et al., 2010). Essa metilacdo anormal no
cancer pode ocorrer em regibes gendmicas que tenham sido objeto de uma

reprogramacao epigenética de grande escala (SHARMA et al., 2010). Um outro
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mecanismo interessante propde a acao de marcadores de histonas no direcionamento

da metilacdo de novo em um tumor especifico (SHARMA et al., 2010).

Outra questdo ainda em discusséo se refere ao mecanismo pelo qual uma célula
acumula anormalidades epigenéticas durante o desenvolvimento do cancer (SHARMA
et al., 2010). Uma explicacdo plausivel seria 0 modelo de células-tronco cancerigenas
(SHARMA et al., 2010). Este modelo sugere que a acumulacdo de anomalias
epigendmicas surgiria de alteragdes em células-tronco ou progenitoras normais numa
fase muito precoce da evolucdo neoplasica (SHARMA et al.,, 2010). Tais eventos
iniciadores podem predispor as células tumorais a obterem mais epimuta¢des durante
a progressao do tumor (SHARMA et al., 2010). Isto resultaria em aumento global do
namero de células progenitoras e na sua capacidade de manter seu estado de célula-
tronco (SHARMA et al., 2010). Como mecanismos epigenéticos sdo essenciais para a
manutencdo da identidade de células-tronco, este modelo pode ser considerado
razoavel (SHARMA et al., 2010). Sendo isso verdade, a metilagdo do DNA teria grande

importancia como indicador inicial do cancer (KHOR et al., 2013).

Em relacdo ao CEO, analises de DNA extraido de tecidos com esse tipo de carcinoma
e lesbes orais pré-malignas encontraram niveis mais elevados e frequentes de
metilacdo do DNA quando comparados com tecidos correspondentes normais e
saudaveis (GASCHE E GOEL, 2012). Com isso, a identificacdo de biomarcadores para
o diagndstico precoce, deteccao, predicdo de progresséo e tratamento tem sido muito
visada, sendo considerada urgentemente necesséria (KHOR et al., 2013).Um grande
namero de investigacdes tem focado em genes especificos que possuem metilacao
do DNA aberrantes que possam estar relacionados ao CEO (GASCHE E GOEL, 2012).
A maioria dos trabalhos relacionados com a metilacédo de CpG tém focado em APC,
survivina, E-caderina, MGMT, MLH1, p14, p15, p16, RARPB e genes RASSF (GASCHE
E GOEL, 2012).

N&o se sabe ao certo como os fatores de risco para o CEO influenciam a metilagéo
do DNA (KHOR et al., 2013). Entretanto, o tabaco tem sido associado com a
hipermetilagédo de p16, dominios da familia das proteinas RAS (RASSF1A), RARB,
CDH13, MGMT e GSTP1, APC e DNMT1 (KHOR et al., 2013). Da mesma forma, tem
sido demonstrado que pacientes que fazem o uso pesado de alcool possuem o risco

aumentado para a hipermetilagdo de CpG de multiplos genes relacionados a CEO
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(GAscHE E GOEL, 2012). A inflamacgé&o crénica é outro fator de risco que também pode
influenciar o grau de metilacdo de diversos genes relacionados ao CEO (GASCHE E
GOEL, 2012). A ocorréncia de metilacbes multiplas em sitios CpG de genes
relacionados ao CEO também esta altamente associada com o estagio do cancer,
podendo também ter relacdo com metastases de linfonodos (GASCHE E GOEL, 2012).
Além disso, o nivel de metilagdo também pode variar de acordo com a demografia e
caracteristicas clinicopatoldgicas do paciente (KHOR et al., 2013). Esta associac¢do tem
grande importancia para o prognoéstico e avaliacdo do risco do cancer e efeitos
terapéuticos do CEO (KHOR et al., 2013).

2.3.0 gene MGMT

O MGMT é um gene com extensdo maior que 300kb, localizado no locus
cromossdmico 10926 (CANkoviC et al., 2013; Xu et al., 2014). Possui 5 éxons, sendo
o primeiro deles ndo codificante (CANKoOvIC et al., 2013). O gene MGMT possui 2
promotores (Figura 6) contendo 97 sitios CpG e desprovidos das sequéncias TATA-
box e CAAT box (CANKoviC et al., 2013; MINOO, 2013).

MGMT Promoter Region

F 3
v

Exon 1
Minimal promoter Enhancer
B

1 97

Figura 6 — Esquema da regido promotora de MGMT com ilha CpG. Nesta regido do gene estdo
presentes promotores contendo 97 sitios CpG, uma regido enhancer e o exon 1 (Adaptada de Cankovic
et al. (2013).

O promotor com maxima atividade localiza-se na por¢ao 5 do gene, de -953 a +202
pb (com o sitio de iniciacdo transcricional em +1) (CANKOvIC et al., 2013). Também
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estdo presentes um promotor minimo (-69 a +19), um enhancer (+143 a +202), onde
proteinas potenciadoras ligantes a MGMT (MEBP) se ligam, além de diversos sitios
de ligacdo a fatores de transcricdo, como SP1 e AP1 (CANkoviC et al., 2013). A
transcricdo do gene MGMT aparentemente se inicia em um unico sitio promotor, o de
maxima atividade (CANKoviIC et al., 2013). Tem sido demonstrado que esse promotor
possui 7 sitios de interacdo proteina-DNA (CANKoviIC et al., 2013). Desses sete sitios,
seis cercam o sitio de inicio da transcri¢cao (trés no sentido 5’ — upstream - e trés no
sentido 3’ - downstream) (CANkoviC et al., 2013). Esses 6 sitios sdo sequéncias
consenso de ligacdo para a transcricdo Spl (CANKovIC et al., 2013). O sétimo sitio da
interacdo esta localizado no sentido 5 mais proximo ao sitio de ligagdo a Spl e
representa um sitio de ligacdo para um fator de transcricdo ainda ndo determinado
(CaNkovic et al., 2013). Um 8° sitio de interagao esta localizado no sentido 3’ ao sitio
de ligacdo a Sp1l, representando a ligacao do elemento potenciador (CANKoVIC et al.,
2013).

MGMT é abundantemente expresso no figado e outros tecidos normais, mas esta
presente a niveis muito baixos na medula éssea e no cérebro normal (PARANJPE et al.,
2014). A regulacéo da expressdo de MGMT no nivel transcricional pode se dar tanto
por fatores genéticos quanto epigenéticos (Xu et al., 2014). Entretanto, sua expressao
parece ser ditada principalmente pelo estado de metilacdo do promotor (IYAMA E
WILSON, 2013). Tratamentos realizados in vitro com linhagens celulares malignas com
agentes desmetilantes restauram a expressdo do gene MGMT (RAMALHO-CARVALHO
et al., 2013).

Apesar da grande quantidade de sitios CpG na regido promotora, tem sido observado
gue nem todos contribuem da mesma forma para o silenciamento e que ndo ha um
padrao uniforme de metilacdo (MiNOO, 2013). Estudos indicam que a regido entre -
552 e + 289 tem fungéo critica para o silenciamento do DNA via metilagdo (RAMALHO-
CARVALHO et al., 2013). Esta regido tem sido correlacionada com expressdo de RNAm
baixa ou ausente, niveis baixos ou ausentes da proteina MGMT e diminui¢do ou perda
da atividade enzimatica (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). Ja foram encontrados
encontradas seis sitios CpG isolados (CpGs -228, -186, +95, +113, +135, e +137),
assim como duas regides CpG (-186 a -172, e +93 a +153), todas relacionadas com
a uma alta influéncia da metilagcado na expresséo génica (MiNoO, 2013).
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A proteina O%-metilguanina DNA metiltransferase (Mgmt) é conservada em todos os
organismos (Xu et al., 2014). Essa proteina atua no reparo do DNA por uma reversao
direta, removendo adutos de O®-alquilguanina (O%-AlgG) resultantes da exposicdo a
agentes alquilantes ambientais e terapéuticos (Xu et al., 2014). A proteina Mgmt
também é capaz de reparar o aduto de DNA mutagénico e carcinogénico de O4-
metiltimina (O%-AlgT), mas em menor escala (LAMB et al., 2014; Xu et al., 2014). A
Mgmt é a Unica proteina antimutagénica de reparo ao DNA que atua na defesa contra
agentes alquilantes (PARANJPE et al., 2014). A Mgmt remove danos de alquilag&o por
uma transferéncia irreversivel do grupo alquila a uma cisteina conservada reativa
(C145) no interior da proteina (LAmB et al., 2014; Xu et al., 2014). Com isso, 0
nucleotideo original é restaurado (Xu et al., 2014). Pelo fato de o grupo alquil ser
covalentemente ligado a proteina, Mgmt é funcionalmente inativada apés cada reacao
(PARANJPE et al., 2014). Posteriormente, Mgmt € ubiquitinada e degradada em um
proteossomo (LAMB et al., 2014). Devido a esse mecanismo “suicida”, a capacidade
de reparo de adutos anormais sao limitadas em uma célula, dependendo do nimero
de moléculas de Mgmt disponives e da taxa de sintese dessa proteina (MiN0OO, 2013).

O processo de reparo pela Mgmt esta esquematizado na Figura 7.

06-MG
_—_ -
l MGMT Ubiquitination —~—
—* *  Degradation

"

Figura 7 - Mecanismo de reparo por Mgmt. A Mgmt (em azul) transfere de forma irreversivel o grupo
alquila (circulo beje) da posicdo Of da guanina (O6-MG) a uma cisteina conservada reativa (C145) em
seu interior. Apés esse processo, a proteina é desativada, ubiquitinada e degradada em um
proteossomo (KOHSAKA E TANAK, 2013).

O dano por alquilacdo é proveniente de processos metabdlicos endégenos, como a
S-adenosilmetionina, e de fontes ambientais (LAMB et al., 2014; PARANJPE et al., 2014).
O consumo de carnes cozidas ou processadas e a inalacdo de tabaco industrial de
cigarro sao fontes comuns de dano por alquilacdo no mundo moderno (LAmMB et al.,

2014). A danificacao por alquilagéo a partir de fontes ambientais tem sido relacionada
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ao aumento no risco de uma variedade de canceres humanos, que atingem os tecidos

por inalacdo ou ingestdo desses agentes (LAMB et al., 2014).

Compostos N-nitrosos séo agentes alquilantes formados a partir da reagcdo de um
nitrito ou o6xidos de nitrogénio com uma amina secundaria e N-alquilamidas,
produzindo N-alquilnitrosaminas e N-alquilnotrosamidas (FAHRER E KAINA, 2013).
Esses compostos, em especial as N-alquilnitrosaminas, sdo encontrados em bebidas
como cervejas e em alimentos, incluindo peixe defumado, bacon, salsichas e queijo
(FAHRER E KAINA, 2013). Outras fontes exdgenas de compostos N-nitrosos sao
cosmeéticos contaminados com N-nitrosodietanolamina e cigarros que contém N-

nitrosodimetilamina e nitrosaminas especificas do tabaco (FAHRER E KAINA, 2013).

As N-nitrosaminas sdo pro-carcindbgenos que sofrem ativacdo metabdlica pelas
isoenzimas do citocromo P450 antes de reagirem com o DNA (FAHRER E KAINA, 2013).
Isso resulta no acionamento da iniciacdo tumoral (FAHRER E KAINA, 2013). A reacao
das N-nitrosaminas com as isoenzimas do citocromo P450 causa a formacéao de pelo

menos 12 adutos de DNA metilados diferentes (FAHRER E KAINA, 2013).

Dentre os compostos N-nitrosos, as nitrosaminas especificas do tabaco podem
interagir diretamente com o DNA em Vvérios locais, formando 13 tipos diferentes de
adutos de DNA (Zuo et al., 2004). Dentre esses adutos, os mais biologicamente
relevantes séo O%-AlgG e O*-AlqT (Zuo et al., 2004). A proteina Mgmt também é capaz
de reparar o aduto extenso de O°- [4-4-oxo (3- piridil) butil] guanina, que é introduzido
pela nicotina cetona derivada de nitrosamina especifica do tabaco (FAHRER E KAINA,
2013). Devido a uma similaridade estrutural, a DNA polimerase pode confundir O°-
AlgG e O*AlqT com as bases normais adenina e citosina, respectivamente (Zuo et
al., 2004). Desta forma, se o dano nao for suficientemente reparado havera a formacao
da mutacdo de ponto de transicdo G:C — A:T ou A:T — G:C (Zuo et al., 2004). A
insercdo da O°f-AlgG na cadeia de DNA causa uma quebra na dupla fita e um mal
pareamento (THON et al., 2013). O acumulo dessas lesGes acaba levando a
interrupcdo dos eventos de transcricdo ou serd reconhecido pelo mecanismo de
reparo por incompatibilidade (MMR), que por sua vez induz a apoptose e morte celular
(IvaMA E WILSON, 2013; THON et al., 2013). Desta forma, o MGMT protege as células
contra mutagénese e transformacdes malignas ao remover os grupos alquila das

guaninas (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013).
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As 08-AlgGs de forma geral, incluindo O8-metilguanina (O%-MtG) e grupos alquil
maiores, causam mutacdes que tém sido observadas frequentemente em diferentes
tipos de cancer como de pulméo, de mama, colon e cabeca e pescoco (Xu et al.,
2014). Com isso, baixos niveis da proteina Mgmt podem desempenhar um papel
importante na carcinogénese por exposicdo a agentes alquilantes (RAMALHO-
CARVALHO et al., 2013; Xu et al.,, 2014). De fato, um largo espectro de tumores
humanos tém sido relacionados a hipermetilacdo do MGMT, como gliomas, linfomas,
cancer de colon, cancer de cabeca e pescoco, cancer de testiculo e retinoblastomas
(RAMALHO-CARVALHO et al.,, 2013). Tem sido demonstrado que tecidos tumorais
possuem frequentemente niveis mais baixos da proteina Mgmt em relacao a tecidos
saudaveis (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). Além disso, também ja foi demonstrado
a presenca de uma quantidade média menor de RNAmM do gene MGMT em tecidos de
mucosa cancerosos, quando comparados com tecidos normais (YANG et al., 2015).
Aparentemente, a regulacéo negativa do gene MGMT presente em tumores se deve
em grande parte a metilacdo aberrante do promotor (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013).
Em contrapartida, altos niveis de Mgmt protegem as células contra mutacdes

induzidas por tais agentes (Xu et al., 2014).

Levando em conta essa relacdo encontrada entre a metilacdo do gene MGMT e o
surgimento de tumores, esse trabalho tem como objetivos verificar o perfil de
metilacdo do promotor desse gene em amostras de pacientes com CEO e relacionar

com suas caracteristicas clinicopatoldgicas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Definir o perfil de metilacdo do gene MGMT em pacientes com CEO na populacéo

do Espirito Santo e sua relagdo com fatores clinicopatoldgicos.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar a presenca de hipermetilacdo no gene MGMT em amostras tumorais de
pacientes com CEO;

e Relacionar o perfil de metilacdo do gene MGMT com caracteristicas do paciente
(idade e sexo), fatores de risco (tabagismo e etilismo) e caracteristicas do tumor

(sitio anatébmico, tamanho do tumor, acometimento linfonodal e estadio).

4. Material e Métodos

4.1. Coletade Amostras

Todos os participantes desta pesquisa foram provenientes do Programa de Prevencéo
e Deteccédo Precoce de Cancer de Boca do Hospital Santa Rita de Cassia, localizado
em Vitoria-ES, durante os anos de 2012 e 2013.

Foram incluidos individuos com diagndstico conclusivo de carcinoma escamocelular

oral, independentemente de género, grupo étnico ou faixa etaria. Estes pacientes
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ainda ndo tinham iniciado o tratamento antineoplasico de cirurgia, quimioterapia ou
radioterapia e seu tratamento teve como modalidade inicial a terapia cirargica. Os
tumores foram categorizados conforme sitio e sistema TNM de classificacdo de

tumores pela equipe médica do hospital.

Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram carcinoma escamocelular
recidivante ou que ja foram submetidos, em algum momento da evoluc¢do da doenca,
a outras modalidades néo cirargicas de terapia antineoplasica, bem como individuos
gue apresentaram condic¢des sistémicas limitantes de sua participacao no estudo.

A coleta dos dados sobre histéria do consumo de alcool e uso do tabaco, além das
variaveis género, idade e etnia, foi realizada por meio de entrevista com o paciente

durante o atendimento inicial.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Integrado
de Atencao a Saude (processo numero 318/2011), demonstrado no Anexo A.

4.2. Amostras tumorais

Fragmentos de tumores primarios obtidos durante a resseccdo cirlrgica foram
armazenados em RNAlater RNAStabilization Reagent (Ambion — Qiagen, Texas,

EUA) e estocados a -80°C até a etapa de extracao do DNA.
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4.3.Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de tumores frescos, através da degradacéo
mecanica e enzimatica dos tecidos. O procedimento foi adaptado de Goelz et al.

(1985). O protocolo esta detalhado no Anexo B.

4.4.Andlise de hipermetilacao da regido promotora do gene MGMT

4.4.1. Quantificacdo das amostras de DNA para modificacao

A concentracdo das amostras de DNA em nanogramas por microlitro (ng/uL) foi
determinada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ 2000/2000c

(Thermo Fisher Scientific, Delaware, EUA).

4.4.2. Modificacdo do DNA por bissulfito de sédio

Para a modificagdo do DNA foi utilizado o kit de conversdo por bissulfito
methylSEQr™ Bisulfite Conversion Kit (APPLIED BIOSYSTEMS, California, EUA), como
especificado no Anexo C. ApOs este procedimento, as citosinas nao-metiladas séo
convertidas em uracilas, ao passo que as citosinas metiladas mantém-se inalteradas,
como ilustrado na Figura 8. Isso possibilita a distingdo entre o DNA metilado e n&o-

metilado na analise por PCR.
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Figura 8 — Método de modificagdo do DNA por bissulfito de sédio. As citosinas ndo-metiladas séo

convertidas em uracilas. Citosinas metiladas s&o protegidas dessa conversdo (APPLIED BIOSYSTEMS,
2006).

4.4.3. Amplificagdo por MS-PCR: Reagdo em cadeia da polimerase

especifica para metilagéo

O DNA modificado foi amplificado através da técnica de MS-PCR (Methylation-
Specific Polymerase Chain Reaction), descrito por Herman et al. (1996). Esse método
baseia-se no uso de primers desenhados especificamente para distinguir o alelo
metilado e o ndo-metilado, aproveitando as diferencas nas sequéncias geradas pela
modificacao por bissulfito. S&o utilizados dois diferentes pares de primers para o gene
em questdo: um deles é voltado para sequéncias ndo metiladas e identificado por U
(unmet); o segundo é destinado a regides metiladas e designado como M (met). As
sequéncias dos primers, de acordo com Esteller et al. (1999), e as condi¢cdes

relacionadas a PCR séo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Sequéncia dos primers do gene MGMT, temperaturas de anelamento (TA) e tamanho dos
fragmentos na MS-PCR

Tamanho
Primers Sequéncia TA do
amplicon
U Foward S5TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 3
93 pb
U Reverse  5’AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 3 60°C
M Foward 5TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 3 810b
p

M Reverse 5’GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 3’

U: Primer utilizado para amplificacdo do alelo ndo metilado

M: Primer utilizado para amplificacdo do alelo metilado

Cada reacdo de MS-PCR continha os seguintes reagentes: 0,45uL de MgCl2, 1,5uL
de buffer, 0,3uL de dNTP, 0,4 uL de cada primer (F e R), 0,09 uL de Platinum® Taq
DNA Polimerase, 2,0 ul de DNA e agua ultrapura para atingir um volume final de 15
pl. O mix U (com o primer ndo metilado) e o mix M (com o primer metilado) foram
preparados separadamente. Os reagentes MgClz, buffer, primers e Taq polimerase
foram fornecidos por Invitrogen (Life Technologies, California, EUA). Os dNTPs foram
fornecidos por Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Todas as reacfes de MS-PCR foram
realizadas no termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems - Life
Technologies, Califérnia, EUA). As condic¢des fisicas ideais para amplificacdo em cada
reacao de MS-PCR foram as seguintes: 95°C por 3 minutos (desnaturacao inicial); 35
ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturacao), 55°C por 30 segundos (anelamento),

72°C por 30 segundos (extensdo); 72°C por 10 minutos (extensao final).

O controle positivo para alelo metilado foi obtido através da metilagdo in vitro de DNA
de linfécito normal, utilizando a enzima CpG Methyltransferase (M. Sssl), seguindo o
protocolo detalhado no Anexo D (Thermo Scientific, Delaware, EUA). Essas amostras
funcionaram como controle positivo para primers M e como negativo para primers U,
como demonstrado na Figura 9. O DNA de linfocitos normais também foi escolhido
como referéncia de sequéncia ndo-metilada e serviu como controle positivo para
primers U, ndo havendo amplificagcao por primers M (Figura 9). Ambos os controles
foram modificados por bissulfito. Além desses, o controle branco (sem DNA) utilizando

agua ultrapura também foi incluido em cada amplificacéo.
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4.4.4. Eletroforese

Os produtos gerados pela MS-PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida 7%
produzido de acordo com o protocolo no Anexo E. O gel foi corado com solucéao de
nitrato de prata (0,1%) seguindo o protocolo do Anexo F. A corrida foi realizada no
aparelho PWsys-PW 300 (Biosystems, Curitiba, Brasil). As condi¢cdes de corrida no
gel foram: voltagem de 220 V, intensidade de 302 mA, poténcia de 100 W e tempo de
45 minutos. O registro dos géis foi feito por meio do sistema de imagem de gel Doc-
Print VX5 (Vilber Lourmat, Collégien, Franca). A Figura 9 demonstra a verificacdo da
especificidade dos primers U e M. A Figura 10 mostra um exemplo da analise de

amostras em gel da MS-PCR.
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Figura 9 — Verificagdo da especificidade dos primers U e M. “M” indica
amostra testada com primer metilado (banda de 81 pares de base-pb). “U”
indica amostra testada com primer ndo metilado (banda de 91pb). “C+U”
representa o controle positivo para alelo ndo metilado (DNA de leucdcitos
normais modificado com bissulfito de sédio). “C+M” representa o controle
positivo para alelo hipermetilado (DNA de leucdcitos normais metilado in vitro
e modificado com bissulfito). “H20” indica o controle branco com &gua
ultrapura. Marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb.

+
@]
+*

#190 #194 #201 #206 #222 #236 u M H20

Ladder
100pp UM U M U M UM U M U M U M UM

93 nb
81 pb

Figura 10 - Deteccdo da hipermetilagdo do promotor do gene MGMT por MS-PCR. “M” indica a
presenca de alelo com hipermetilagcdo. “U” indica a presenga do alelo ndo metilado. Os ndmeros (#)
indicam a identificacdo das amostras. “C+U” representa o controle positivo para alelo ndo metilado.
“C+M” representa o controle positivo para alelo hipermetilado. “H20” indica o controle branco com agua

ultrapura.
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4.5.Analise de dados

Foram realizados testes estatisticos com o objetivo de correlacionar os dados de
metilacdo com as caracteristicas clinicopatolégicas. A analise estatistica da
associacdo entre variaveis foi feita utilizando o teste exato de Fischer por meio do
software R statistical environment (R CORE DEVELOPMENT TEAM, 2014). Foram

consideradas significantes aquelas associagfes cujo valor de P foi menor que 0,05.

5. Resultados

5.1.Caracteristicas clinicopatolégicas das amostras e dos pacientes

Foram coletadas 83 amostras, sendo que 75,9% (63/83) dos tumores eram de
cavidade oral e 24,1% (20/83) eram provenientes de orofaringe. Em relacdo ao
tamanho do tumor, 56,63% (47/83) foram classificados como T3 ou T4. Houve
acometimento linfonodal em 48,19% (40/83) dos pacientes. Na ocasido do
diagnéstico, 69,88% (58/83) dos casos enquadravam-se em estadios avancados do
tumor (I11+1V).

Dentre os pacientes, 83,13% (69/83) eram do sexo masculino. 51,81% (43/83)
apresentavam idade inferior a média de 57,5 anos. Quanto ao consumo de tabaco,
68,75% (55/80) dos pacientes apresentavam ou ja apresentaram o habito tabagista e
31,25% (25/80) nunca fumaram. Os individuos que faziam ou ja fizeram uso de bebida
alcoolica somaram 92,5% (74/80), enquanto que apenas 7,5% (6/80) nunca
consumiram. De todos os individuos estudados, 53 (66,25%) apresentavam ou ja
apresentaram habito etilista e tabagista em algum momento da vida.
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5.2.Perfil de metilagéo das amostras tumorais de CEO

A hipermetilacdo no promotor do gene MGMT foi detectada em 17 das 83 amostras
(20,48%).

5.3.Analise de Dados

O perfil de metilacdo obtido para as amostras, sua relacdo com cada caracteristica
analisada e os resultados da andlise estatistica estdo resumidos na Tabela 6. Houve
correlacao significativa entre a hipermetilacdo do gene MGMT e o sitio anatdémico de
cavidade oral (p=0,0234). Nao foi encontrada nenhuma correlacao significativa entre
a hipermetilacdo e os demais parametros clinicopatolégicos analisados: idade, sexo,

tabagismo, etilismo, tamanho do tumor, acometimento linfonodal e estadio tumoral.



Tabela 6 - Dados clinicopatolégicos e sua relagdo com o estado de metilagdo do gene MGMT.

Estado de metilacéao -

Eleil;ci)éi;atolégicos Subgrupos Total n(%) P
Met Unmet
Total de pacientes 83 17 (20,48%) 66 (79,52%)
Idade
<575 43 9 (20,93%) 34 (79,59%) 0.7863
>=57,5 39 7 (17,95%) 32 (82,05%)
Sexo
Masculino 69 14 (20,29%) 55 (79,71%) > 0.9999
Feminino 13 2 (15,38%) 11 (84,62%)
Sitio anatémico
Cavidade oral 63 16 (25,4%) 47 (74,6%) 0,0234*
Orofaringe 20 1 (5%) 20 (95%)
Tabagismo
Sim 55 9 (16,36%) 46 (83,64%) 0.5377
Nao 25 6 (24%) 19 (76%)
Etilismo
Sim 74 14 (22%) 60 (78%) > 0.9999
Nao 6 1 (15,63%) 5 (84,37%)
Etilismo + Tabagismo
Sim 53 9 (16,98%) 44 (83,02%) 0.5612
Nao 27 6 (22,22%) 21 (77,78%)
Tamanho do tumor
Tis 2 1 (50%) 1 (50%) 0.3344
T1+T2 34 8 (23,53%) 26 (76,47%)
T3+T4 47 8 (17,02%) 39 (82,98%)
Acometimento
linfonodal
N&o (NO) 43 11 (25,58%) 32 (74,42%) 0.1748
Sim (N1 + N2+ N3) 40 6 (15%) 34 (85%)
Estadio

53

7 (29,17%) 17 (70,83%) 0.2433

Inicial (1 + 1) 24

10 (17,24%) 48 (82,76%)

Avancgado (Il + V) 58
n(%) = ndamero de amostras (porcentagem); *valor significativo. "Met" se refere as amostras
hipermetiladas e "Unmet" as amostras sem hipermetilagcdo do promotor.
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6. Discussao

A hipermetilacao do promotor do gene MGMT tem sido associada ao desenvolvimento
e progresséo de diversos tipos de cancer (RAMALHO-CARVALHO et al.,, 2013). Este
trabalho buscou investigar o perfil de metilacdo deste gene em pacientes com CEO e
sua possivel associacao com fatores clinicopatologicos. Neste trabalho, 83 casos de
carcinoma escamocelular de cavidade oral e orofaringe foram analisados por meio da

técnica de MS-PCR. Foram utilizadas amostras de tecido tumoral frescas.

Das amostras de CEO estudadas, 20,48% (17/83) obtiveram resultado positivo para
hipermetilagdo da regido promotora do gene MGMT. Resultados similares foram
relatados por Taioli et al. (2009) e Zuo et al. (2004) que encontraram indices de 29.6%
(26/88) e 18,1% (17/94), respectivamente, para amostras de CECP. Righini et al.
(2007) verificaram uma taxa de 29% dentre as 90 amostras analisadas, considerando
casos de cancer primario recém-diagnosticado e de segundo cancer primario de
CECP. Outros trabalhos encontraram uma frequéncia maior, como é o caso de
Asokan et al. (2014) e Nagata et al. (2012) para CEO e Koutsimpelas (2012) para
CECP, cujos resultados foram de 40% (4/10), 76,5% (26/34) e 57% (13/23),
respectivamente. Bhatia et al. (2014) observaram uma frequéncia de 76% (58/76) para
tecido tumoral de pacientes com CEQO. Taxas de hipermetilagdo muito baixas também
ja foram descritas para amostras de CECP (11% - 12/113) e CEO de lingua (0% -
0/115) (HOCHHAUSER et al., 2013; Lim et al., 2014).

Os resultados de metilagdo descritos no trabalho de Bhatia et al. (2014) incluem
amostras com metilacdo completa (apenas com amplicon metilado) e metilacéo
parcial (com amplicons metilados e ndo metilados). Este dltimo caso pode ser
observado na analise em gel demonstrada na Figura 10, na qual amostras que
apresentaram banda para o primer metilado (primer “M”) também exibiram banda para
o primer ndo metilado (primer “U”). A presenca de nivel significativo de DNA metilado
e nao metilado em um mesmo paciente pode ser resultado de heterogeneidade celular

ou ativacdo monoalélica (BHATIA et al., 2014).
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A diferenca nas frequéncias de hipermetilacdo entre este trabalho e os anteriores pode
ser atribuida, em parte, as diferentes populacdes de pacientes e/ou fatores etiol6gicos
associados (Zuo et. al, 2004). Outras explicacdes plausiveis sdo a inclusdo de
pacientes em variados estagios da doenca e com uma heterogeneidade no histoérico
de consumo de tabaco (HOCHHAUSER et al., 2013). Segundo Lim et al. (2014), tumores
de diferentes sitios anatdmicos, a variabilidade no nimero de amostras, a analise de
diferentes loci de regides similares e a alta sensibilidade da abordagem de MS-PCR

podem também resultar nas diferentes taxas de metilacéo ja encontradas.

Foi detectada neste trabalho uma associacéo significativa entre a hipermetilacéo do
gene MGMT e o sitio anatémico cavidade oral (p=0,0234). E importante ressaltar o
fato de esta regido ter contato imediato e direto com fatores considerados de risco,
como consumo de tabaco, alcool e alguns componentes da dieta. Assim, este
resultado indica a possibilidade de haver um efeito combinado entre a hipermetilacao

do promotor de MGMT com os fatores de risco para o desenvolvimento de CEO.

Outros autores como Righini et al. (2007) e Carvalho et al. (2011) obtiveram resultados
contrarios, ndo obtendo significancia ao analisar os sitios de cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe e laringe. Taioli et al. (2009) também néo verificaram significancia com os

sitios de cavidade oral e orofaringe.

Ndo foi observada associacdo significativa com as demais caracteristicas
clinicopatologicas, 0 que esta em sintonia com o0s resultados de Zuo et al. (2004),
Righini et al. (2007), Taioli et al. (2009) e Carvalho et al. (2011).

Por outro lado, Bhatia et al. (2014) verificaram associacao significativa entre o habito
do uso de tabaco (tanto fumado como mascado) e alcool com a hipermetilacdo do
gene MGMT. E importante ressaltar que a utilizacio desses fatores de risco foi mais
frequente em pacientes com lesdes orais pré-malignas (90-100%) e de CEO (78%),

quando comparado com amostras controle (56%) (BHATIA et al., 2014).

Estudos que utilizaram amostras controle (saudaveis) detectaram diferenca
significativa do nivel de metilagdo do MGMT quando comparado com tecidos tumorais.
Utilizando amostras de lavagem oral, Nagata et al. (2012) detectaram em seu trabalho
um alto nivel de hipermetilacdo do MGMT para o grupo com CEO (76,5% - 26/34)

guando comparado com o grupo controle (20,8% - 5/24). Além disso, o gene MGMT
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obteve altos valores de sensibilidade e especificidade para a detec¢cédo de metilagao,
considerando-o um candidato apropriado para a deteccdo do CEO (NAGATA et al.,
2012). Essa diferenca também foi observada por Bhatia et al. (2014) que verificaram
um nivel de hipermetilacdo de 59% (32/54) e 76% (58/76) para amostras de tecido
pré-malignas e de CEO, respectivamente, e de 13% (2/16) para amostras de tecido

tumoral.

Levando em conta as evidéncias citadas, a hipermetilacdo do promotor de MGMT
pode ser considerada como um evento frequente em tecidos tumorais. De acordo com
Koutsimpelas et al. (2012), é possivel supor que a perda epigenética da funcéo do
MGMT pode aumentar as taxas de mutacdo como resultado de um comprometimento

no reparo do DNA.

No trabalho de Righini et al. (2007) foi detectada hipermetilacdo do gene MGMT em
31% das 68 amostras de cancer primario recém-diagnosticado e 23% das 22 amostras
de segundo cancer primario. Este resultado indica uma potencial utilidade desse gene
no acompanhamento da doenca pos-tratamento (RIGHINI et al., 2007). Ao analisar
amostras de leucoplasia oral e de CEO, Asokan et al. (2014) obteve as frequéncias
de 30 e 40% de metilacdo do MGMT, respectivamente. Além disso, dentre as
amostras de lesGes pré-malignas, Bhatia et al. (2014) detectou uma maior frequéncia
de hipermetilacdo em tecidos com leucoplasia com ou sem displasia (73%), em
relacdo a amostras de fibrose submucosa (46%) e de liquen plano bucal (25%). Isso
sugere que a metilacdo desse gene pode ser um evento pré-maligno, o que indica
uma possivel significAncia como fator prognostico para o CEO (ASOKAN et al., 2014).

O silenciamento transcricional induzido pela hipermetilagdo do gene MGMT, tanto em
pré-cancer quanto em cancer bucal, distintamente separado da mucosa oral normal,
sugere um papel importante dessas mudancas na progressao do estado pré-maligno
para malignidade (BHATIA et al., 2014). De acordo com Bhatia et al. (2014), a deteccao
e quantificacdo de metilagdo na regido promotora podem fornecer perfis epigenéticos
les@o-especificos e contribuir significativamente para o rastreio, vigilancia e
tratamento de lesdes orais pré-malignas e de carcinoma escamocelular. A metilagdo
aberrante do promotor do MGMT poderia, assim, ser um complemento Util para
avaliacao histopatolégica para a previsao do risco de transformacado maligna de um

estado pré-canceroso (BHATIA et al., 2014).
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A funcéo antimutagénica do gene MGMT, paradoxalmente, pode interferir nas acoes
citotoxicas de agentes alquilantes anticancerigenos (PARANJPE et al., 2014). Isto se
deve ao fato de que a proteina Mgmt repara efetivamente as lesGes por O%-MtG e
cloroetilguanina que séo induzidas por agentes metilantes (temozolonida — TMZ -
dacarbazina e procarbazina) e agentes cloroetilantes (carmustina e lomustina)
(FAHRER E KAINA, 2013; PARANJPE et al., 2014). Levando isso em consideracdo, Mgmt
emergiu como um determinante central da resisténcia tumoral a agentes alquilantes
(PARANJPE et al., 2014). O MGMT foi um dos primeiros biomarcadores de predi¢cao
baseado em metilacdo do DNA a determinar a resposta do paciente a quimioterapia
alquilante (MIKeskA E CRAIG, 2014). Atualmente, esta bem estabelecido que pacientes
com glioma que apresentam hipermetilacdo do promotor e perda de expressao de
MGMT tém resposta muito melhor a quimioterapia, além de maior sobrevida livre de
progressédo (MiNoO, 2013). A expressédo normal do MGMT, por sua vez, tem sido
apontada como um fator preditivo de ma resposta ao tratamento e pior sobrevida
global (MiNOO, 2013).

7

A técnica de MS-PCR, adotada neste trabalho, € muito utilizada para estudos de
hipermetilacdo de promotor e silenciamento génico, sendo considerada direta, rapida
e sensivel (Taioul et al.,, 2009; NAGATA et al.,, 2012). Apesar de exclusivamente
qualitativa, é possivel detectar hipermetilacdo antes de os tumores se tornarem
clinicamente evidentes (TAloLI et al., 2009; NAGATA et al., 2012). Righini et al. (2007)
conseguiram detectar anormalidades alguns meses antes da recidiva clinica em
pacientes com CECP. Da mesma forma, foi possivel diagnosticar tumores ainda muito
pequenos, estando cirurgicamente curaveis (RIGHINI et al., 2007). Com isso, de acordo
com Nagata et al. (2012), o perfil de metilacdo do DNA pode ser um marcador muito

atil n&o so6 para a detecgdo, mas também para a predicao de riscos futuros de CEOs.

A realizacdo de analises com tecido tumoral possui diversas vantagens. De acordo
com Hochhauser et al. (2013), este tipo de amostra deve ser utilizada para a deteccéo
de metilacdo sempre quando disponivel. Em um estudo comparativo entre tecido
tumoral e soro, estes autores observaram uma maior sensibilidade das amostras de
tecido tumoral para a deteccdo de metilagdo no gene MGMT (HOCHHAUSER et al.,
2013). Dentre as explicagBes possiveis para a menor sensibilidade das amostras de
soro, estdo: a variacdo nas quantidades de DNA livre circulante e o grau de
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propagacdo do DNA tumoral (HOCHHAUSER et al., 2013). Além disso, a etapa quimica
de MS-PCR (conversao por bissulfito de s6dio) pode causar dano no DNA, o que pode
acabar reduzindo a quantidade de DNA disponivel para a anélise (HOCHHAUSER et al.,
2013).

Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho et al. (2011) em uma
comparacao entre tecido tumoral e saliva. Para os 59 casos em que houve detecgéo
de metilacdo em amostras de tumores primarios, apenas 33 (55,9%) apresentaram
hipermetilacdo para 1 ou mais genes em amostras de saliva (CARVALHO et al., 2011).
Em uma andlise com 11 genes, Righini et al. (2007) verificou que, para certas
amostras, alguns genes especificos que se encontravam metilados em tumores nao
apresentaram o mesmo resultado para saliva correspondente (RIGHINI et al., 2007).
Da mesma forma, Bhatia et al. (2014) detectaram metilacdo do gene MGMT em 76%
(58/76) das amostras de tecido e 57% (43/76) das amostras de sangue de pacientes
com CEO.

Este trabalho, em complemento com os demais dados obtidos da literatura,
demonstram a hipermetilacdo do promotor do gene MGMT como mecanismo de
silenciamento génico em de células cancerosas e sua importante atuacdo como
supressor tumoral. Levando isso em consideracéo, tanto a hipermetilagdo do promotor
do MGMT quanto a aparente perda da expressao da proteina Mgmt podem ser usados

como biomarcadores prognadsticos fiaveis.
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7. Conclusdes

Os resultados obtidos por esta pesquisa, em conjunto com estudos prévios, indicam
que a hipermetilacdo do gene MGMT é um evento frequente em células tumorais de
CEO, podendo ser influente em sua génese. Além disso, ha evidéncias que a
hipermetilacdo do gene MGMT na progressao tumoral € um evento pré-maligno e

possui potencial utilidade no acompanhamento da doenca.

A associacao significativa entre a hipermetilacdo do promotor do gene MGMT e o sitio
anatdmico cavidade oral pode indicar que nesta regido ha um efeito combinado entre
o0 silenciamento epigenético MGMT e os fatores de risco na promoc¢édo do CEO. Na
cavidade oral, o efeito conjunto do reparo deficiente mais a exposicao direta ao tabaco,

alcool e componentes da dieta pode potencializar o desenvolvimento de tumores.

A auséncia de associacdo com as demais caracteristicas do paciente e do tumor,
também verificada por trabalhos anteriores, pode indicar, no contexto deste estudo,
que a hipermetilacdo deste gene € um evento relevante na carcinogénese, porém, ndo
estritamente desencadeado pela exposicdo aos fatores de risco ou associado

especificamente a um estagio de desenvolvimento do tumor.

Os resultados obtidos pelos trabalhos citados, juntamente com o trabalho atual,
indicam que tanto a hipermetilacdo do promotor do MGMT quanto a aparente perda
da expressdo da proteina do Mgmt podem ser usados como biomarcadores
prognosticos fiaveis em vista de sua frequéncia entre tumores e sua associagao com
uma regido anatbmica tdo fortemente exposta aos fatores de risco. O perfil de
metilacdo do MGMT e de outros genes relacionados ao cancer pode constituir

futuramente uma ferramenta Util no gerenciamento clinico da doencga.

Em adicdo as analises qualitativas aqui realizadas, estudos de carater quantitativo
poderiam contribuir para melhor compreensao da relagéo entre a epigenética deste
gene e a progressdo do CEO, assim como ensaios relacionados a expressao e
funcionalidade de sua proteina. A determinagdo de quantos e quais sitios da ilha CpG
do gene MGMT estdo relacionados com o silenciamento génico e quais dessas

regides possuem relevancia clinica ainda € necessaria.
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Anexo A - Aprovacéo pelo Comité de Etica

Comite de Etica ermn Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENGAQ A SAUDE
Unimed Vitoria

Vitdria, 27 de junho de 2011.
Projeto No: 318/2011
Parecer: 2412011 [ |inicial [<] Conclusio

Tlulu: Estudo de Cancer de Cabega & Pescogo no Brasil

Instituizac: Hospital Santa Rita de Cassia
Pesquisado”: José Roberto V de Podesta

Grupoe Area Tematica Especial: 1A

Prezado Pesquisador

Apds o recebimento & apreciagas do projeto & das respostas as pendéncias formuladas, seguem as

abservachas desie Comité:

1. Adequar os objetivos de acarce cor hipdteses foermuladas em linha com a juslificatya do projeie

Parecer do CEP: pencéncia alendida

2. Incluir, na metodologia 0s ¢iterios de selege (Inclusac & exclusac) amostral assim como saracterislizas
autras que sejam periinantes. Explizitar, ainda nz metodologia, o estuda pilote. & sua maicdalogia

Parecer do CEP; Pzndéncia aterdida. O estudo piota ndo foi contemp ado na metodologia, mas € citado na
pagina 17,

3. Justificar ausénzia do calculs emostral

Parecer do CEP Pendéncia aendida. E citada na pagng 10 (melodologa) que a amostra sera de

conveniéncia

4, Adequar o TCLE 4 CNS 24705 de Laneiro 2005 e incluir campcs 0313 ideqtificagéo de quem aplcou o
TCLE. E direitc inalenave! dc sujsite de pesquisa saber cu nda querar sabe” sobre szus resulfades de
exames realizados em sua propriedade hiolégica, terha au ndn anlicahilidade clinicz. Pede-se, porlanto. para
rever a informeagas scbre o fema ra TCLE

Parecer do CEP: pendancis alendida TCLE dewdamente adequado e, sobe ncssa avaliagae, dertrc dos
critérios &ticas & alinhadas 2om a resolugan 195!1996 & suas complementa es
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o Comité de Etica em Pesquisa CIAS
> g CENTRO INTEGRADO DI ATENCAQ A SAUDE
Unimed Vitéria

5. Comair o cronograma

Parecer do CEP: pendénciz alendida Crurcgiama corrigido.

6. Incluir Decla-agées de Infraestrutura de todas as insttuiches hespitalares particiozntes, inclusive & do
Hospital que assina a Felha de Reslo,
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Declaragas enfregues.

/. Informar no dossié se as amostras bioldgicas permaneceran idertficadas € no pais ou s serde exportadas
elou desvinculadas dos respactives sujeics,
Parecer do CEP: pendéncia alnndida
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Anexo B - Protocolo de extragcdo do DNA Genomico de tecido tumoral fresco.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)
9)

Cortar um fragmento do tecido (5mg a 20mg do tecido).

Lavar com agua destilada.

Com o auxilio de um bisturi deve-se cortar o fragmento até se obter fragmentos
de dimensbes muito pequenas.

Inserir os fragmentos cortados em um micro tubo de 1,5mL e acrescentar
360uL de TES9.

Acrescentar 90uL de Proteinase K — SDS (05 mg/mL de PK em 10% de SDS),
vortexar por 2 min.

Spin Down (10 seg. na minicentrifuga) para que os fragmentos descam da
parede do tubo para o liquido.

Incubar em banho-maria a 60°C por dois dias (Observar se houve a digestao
completa do tecido).

Seguir a metodologia de extracao organica (fenol-cloroformio):

Apés a incubacdo, adicionar 450uL de PC9 e homogeneizar por 1 minuto.

10)Centrifugar a 15.996 x g por 2 minutos.

11)Transferir o sobrenadante aquoso para um novo tubo (cuidado para néo

aliquotar proteina ou fenol).

12)Repetir os passos 9, 10 e 11.

13)A um volume prévio de 400 pL (caso ndo apresente esse volume, completar

com TE9), adicionar 100 pL de 10M de NH4OAc (Acetato de Amonio).

14)Precipitar o DNA com 1 mL de EtOH (etanol) 100% gelado, voértex por 30s.
15)Centrifugacao a 15.996 x g por 15 min.

16)Descartar todo o liquido sem voltar o tubo e lavar com 1mL de etanol 70% (n&o

vortex, inverter o tubo 2x).

17)Centrifugacéo a 15.996 x g por 5 min. e descartar novamente todo o liquido.

18)Secar os tubos invertidos por 10-15 min. sobre o papel toalha.
19)Ressuspender o DNA em 50 pL de TE.
20)Incubar em banho-maria a 37°C por 15-20 min. para eluir o DNA.

21)Armazenar em geladeira a 4°C ou em freezer -20°C.



TE9

1) Use precaucodes de PCR para este reagente.
2) Parafazer 2L:

a.
b. 14,99 de EDTA (FW=372,2)

c. 4 mL de NaCl 5M (29,22 g de NaCl para 100 mL de H20 meli-Q)
d.

e
f
g.
h.

1219 de Tris (Baker)

1,5L dH20

. pH para 8,9

gs para 2L
autoclave

guarde a 4°C.

3) Para 500 mL:

PC9

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7

a.

30,25 g de Tris (Baker)

b. 3,725 g de EDTA (FW=372,2)

c. 1 mL de NaCl 5M (29,22 g de NaCl para 100 mL de H20 meli-Q)
d.
e
f

Completar para 500 mL com dH20

. autoclave

guarde a 4°C.

Enxague garrafas de 500 mL e uma proveta de 500 mL com dH20

Esquente o fenol a 65°C

Adicione a cada garrafa, na sequéncia
a. 160 mL de Fenol (USB 20078 ultrapure)

b.

C.

107 mL TE9
213 mL Cloroformio (Mallinckrodt 4440)

Agite, coloque a 4°C por 2-3 horas.

Agite novamente, coloque de volta a 4°C.

ApoOs 2-3 horas, aspire a fase aquosa

Mantenha a -20°C, envolvido com papel aluminio e etiqueta.
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LoTE

Estoque:

1M de Tris-HCl pH 7,5

0,2M de EDTA — NaOH pH 8,0

Uso:

1,5 mL de Tris-HCI 1M pH 7,5

0,5 mL de EDTA 0,2M — NaOH pH 8,0
dH20 gsp 500 mL

Autoclavar
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Anexo C - Protocolo de conversao por bissulfito

MethylSEQr™ Bisulfite Conversion Kit

Atencédo: MethylSEQr Conversion Reagent causa irritagdo na pele, nos olhos e no
trato respiratorio. A exposicdo pode causar reacdes alérgicas. MethylSeqr
Denaturation Buffer causa queimadura severa na pele, nos olhos e no trato
respiratério. Use jaleco, luvas e 6culos de protecao.

Parte | — Transformacéao por Bissulfito

1) Em um tubo de microcentrifuga identificado combine:
* 5 uL methylSEQr™ Denaturation Buffer

* Até 300ng de gDNA em 45 L de agua ultrapura
O volume final sera 50 uL. Sele o tubo e misture bem o contetdo

Importante: Nao exceda 300ng de DNA por reacéo de conversdo. DNA em excesso
pode provocar uma incompleta conversdo da amostra por bissulfito.

2) Incube os tubos a 37°C por no minimo 15 minutos. Continue mantendo a 37°C
enquanto prepara o reagente de converséo do passo 3.

3) Prepare o methylSEQr™ Conversion Reagent. Para um tubo de methylSEQr
Conversion Reagent, adicione:
» 750 pL de agua ultrapura

* 210 yL methylSEQr™ Denaturation Buffer

Obs.: Cada tubo do reagente methylSEQr Conversion Reagent pronto € suficiente
para 10 amostras.

4) Sele os tubos e coloque no vortex para misturar como € descrito a seguir:
* Vortex por 1 minute

* Deixe descansar por 2 minutos
* Repita 5 vezes

Importante: Proteja o methylSEQr Conversion Reagent da luz e use dentro de 1 hora
de preparacéao.
5) Remova o DNA desnaturado da incubacdo a 37 °C e adicione 100 pL do
reagente de conversao para cada amostra. O volume final sera 150 pL.

6) Incube as amostras a 50 °C no escuro por 12 a 16h.
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Parte Il — Purificacdo da Amostra

Atencéo: Hidroxido de Sédio (NaOH) causa queimaduras severas na pele, nos olhos
e no trato respiratorio.

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7

8)
9)

Adicione 250 pL de 4gua ultrapura na ja montada methylSEQr™ Purification
Column.

Adicione os 150uL da amostra incubada e misture o contetdo usando a pipeta.
Cuidado para nao perfurar a membrana da coluna.

Centrifugue as amostras a, no maximo, 500 x g por 20 minutos. Descarte o
filtrado.

Adicione 350 pL de agua ultrapura na parte superior do filtro de purificacdo da
coluna.

Centrifugue as amostras a 500 x g por 20 minutos. Descarte o filtrado.
Repita as etapas 4 e 5.

Adicione 350 pyL de hidréxido de sédio 0.1 M na parte superior do filtro de
purificagéo da coluna e deixe descansar por 5 minutos.

Centrifugue a 500 x g por 20 minutos. Descarte o filtrado.

Adicione 350 pL de &gua ultrapura na parte superior e centrifugue a 500 x g por
15 a 20 minutes até a membrana estar apenas Umida ou uma peguena
guantidade de liquido permanecer na parte superior.

10)Adicione 50 yL de TE buffer 1X na parte superior e misture usando a pipeta.

Deixe em repouso por 5 minutos.

11)Inverta a coluna como mostrado e coloque-a em um tubo de microcentrifuga

limpo. Centrifugue a 1000 x g por 30 segundos.
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Anexo D - Protocolo de metilagéo in vitro de dna

CpG Methyltransferase (M. Sssl) — Thermo Scientific

1) Em um tubo de microcentrifuga misture, a temperatura ambiente:

10X M. Sssl Buffer 2L

50X SAM 0,4 pL

DNA Até 1 ug

M. Sssli 1L

Agua ultrapura Completar para 20
ML

Supondo uma amostra de DNA cuja leitura no espectrofotdmetro seja igual a 0,271
pg/mL, com diluicdo 1:1000, o volume em UL necessario para captacao de 1 ug seria:

271 ug > 1000 pyL (=1 mlL) ‘ X = 3,69 yL da amostra de DNA
lug > X |

Sendo assim, a reacéo incluiria:

10X M. Sssl Buffer 2 uL
50X SAM 0,4 pL
DNA 3,69 uL
M. Sssl 1puL
Total parcial 7,09 pL
Agua ultrapura 12,91 pL
Total final 20 pL

2) Misture o conteudo por alguns segundos usando a pipeta.
3) Incube os tubos a 37°C por no minimo 15 minutos.
4) Pare a reacao aquecendo a 65°C por 20 minutos.

O DNA pode ser purificado por extragdo com fenol seguida por precipitagdo com
etanol ou usando um kit de coluna de centrifugacéo.



Anexo E - Protocolo de preparacéo de gel de poliacrilamida 7%

1) 8,75 mL de Acrilamida 40%.

2) 5mL de TBE 10X.

3) Agua destilada para volume final de 50 mL.
4) 350 yL de APS 10%.

5) 35 pL de TEMED.

ACRILAMIDA 40%:

1) 38g de acrilamida.
2) 2g de bis-acrilamida.
3) Agua destilada para volume final de 100mL.

TBE 10x

1) 108g de Tris.

2) 55g de Acido Borico.

3) 16,6g ded EDTA (40mL de EDTA 0,5M).
4) Agua destilada para volume final de 1L.

APS 10%

1) 1g de Persulfato de amonio.
2) Agua destilada para volume final de 10mL.
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Anexo F - Protocolo de coloracao do gel de poliacrilamida

1) Emergir o gel por 6 minutos em solucao fixadora.

2) Emergir o gel em solucao de nitrato de prata por 12-15 minutos.

3) Emergir o gel em agua rapidamente, o suficiente para retirar o0 excesso de nitrato
de prata.

4) Emergir o gel em solucéo reveladora até o gel ser corado e as bandas puderem
ser visualizadas.

SOLUCAO FIXADORA

1) 5 mL de &cido acético glacial.
2) 100 mL de etanol absoluto.
3) Agua destilada para volume final de 1L.

SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA

1) 0,45g de Nitrato de Prata.
2) Agua destilada para volume final de 450 mL.

SOLUCAO REVELADORA

1) 2,7mL de formaldeido.
2) 75 mL de NaOH 5M (ou 15g).
3) Agua destilada para volume final de 1L.



