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REsSumoO

O carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) esté entre os dez tumores malignos
mais frequentes no mundo. A susceptibilidade individual ao CCEB se relaciona a fatores
genéticos e ambientais. O tabagismo e o etilismo cronico sdo os fatores ambientais mais
significativos no desenvolvimento do CCEB. A susceptibilidade genética ao cancer €
determinada, em parte, pelo grau de expressdo e/ou atividade de enzimas envolvidas na
ativacdo (enzimas de fase 1) ou inativacao (enzimas de fase Il) de substancias carcinogénicas.
Os polimorfismos genéticos podem influenciar a capacidade metabolica e a susceptibilidade
individual ao cancer. O objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo entre os polimorfismos
dos genes CYP1Al, CYP2E1l, GSTML1, GSTT1 e o risco para o desenvolvimento de CCEB
numa determinada populacdo brasileira. Foi realizado um estudo do tipo caso-controle. O
DNA dos individuos foi extraido a partir de células obtidas de raspado de mucosa bucal
clinicamente normal e a deteccdo dos genotipos relacionados aos genes avaliados foi realizada
através de amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase e analise de restricdo. Os
produtos da PCR e da analise de restricdo foram avaliados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6,5% e 8,0% e coloragdo pela prata. Para a analise estatistica utilizou-se 0s
testes do Qui-quadrado e de Fisher. Este estudo mostrou associacdo significativa entre 0s

polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 e o risco ao CCEB (p<0,05).
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Summary

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the ten most frequent cancers
worldwide. In addition to genetic features, environmental factors also modulate individual
susceptibility to it. Among environmental causes, it has been shown that tobacco and alcohol
consumption are the most significant factors involved in OSCC development. Susceptibility to
cancer is determined, at least in part, by the degree of expression and/or activity of enzymes
involved in carcinogen activation (by phase | enzymes) or deactivation (by phase Il enzymes).
In a population level, cancer susceptibility can be influenced by the presence of
polymorphisms in many genes. The aim of the present study was to investigate the association
of CYP1AL, CYP2E1, GSTM1, GSTT1 polymorphisms and the risk for OSCC in a Brazilian
population. A case-control study was performed. DNA samples were obtained from oral swabs
collected from the subjects oral cavities and the genotyping assays were performed by PCR
and restriction enzymes methods. We found association between GSTM1 and GSTT1

polymorphisms and the risk for OSCC.
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1. INTRODUCAO

1.1. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA

O carcinoma de células escamosas de boca (CCEB), também denominado carcinoma
epidermdide bucal, é definido como uma neoplasia maligna que tem origem no epitélio
escamoso estratificado da boca (NEVILLE & DAY, 2002). Geralmente o CCEB se inicia
como uma displasia epitelial que progride atravessando a membrana basal e invadindo o
tecido conjuntivo subjacente (NAGPAL & DAS, 2003).

O CCEB representa aproximadamente 3,0% de todas as neoplasias malignas nos
Estados Unidos e é o tumor maligno mais comum na cavidade bucal, representando 95,0% dos
canceres dessa regido (NEVILLE & DAY, 2002). Segundo o Instituto Nacional do Céancer
(INCA), a incidéncia de CCEB no Brasil é de 10,99/100000 habitantes para homens e
4,18/100000 habitantes para mulheres, com uma estimativa de 9985 novos casos para 0 ano de
2005 (BRASIL, 2004).

O CCEB pode surgir em qualquer sitio anatbmico da cavidade bucal, sendo mais
frequente no labio inferior, borda lateral de lingua e assoalho bucal (SAPP et al., 1997). A
incidéncia do CCEB é maior no sexo masculino e ap6s os 40 anos de idade (NEVILLE &
DAY, 2002). A lesdo geralmente é assintomatica nos estagios iniciais, podendo apresentar-se
clinicamente como uma placa branca e/ou vermelha, lesdo tumoral exofitica ou ulceracdo
(lesdo endofitica). As formas leucoplasicas e eritroplasicas podem representar estagios iniciais
da doenca, ainda ndo se apresentando como tumor ou Ulcera. A forma exofitica exibe

superficie irregular ou papilar e coloracdo normal da mucosa, vermelha ou branca,
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dependendo da quantidade de queratina produzida. A superficie é frequentemente ulcerada e
dura a palpacdo. Ja a forma endofitica do CCEB tipicamente apresenta uma area central
ulcerada com as bordas elevadas (bordas em rolete) (NEVILLE & DAY, 2002).

O CCEB pode invadir o 0sso subjacente, apresentando-se radiograficamente como uma
lesdo radioltcida com margens irregulares. Espessamento do ligamento periodontal dos dentes
adjacentes também pode ser observado (WOOD & GOAZ, 1997).

Os aspectos histopatologicos do CCEB séo caracterizados pela presenca de corddes e
ilhas de células epiteliais neoplasicas invadindo o tecido conjuntivo subjacente. Os tumores
mais bem diferenciados exibem uma morfologia escamosa e diversos graus de pleomorfismo
celular e nuclear. As ilhas de epitélio escamoso produzem focos arredondados de queratina,
chamados pérolas de queratina. J& os tumores mais indiferenciados apresentam alto grau de
pleomorfismo celular e nuclear e pouca ou nenhuma producéo de queratina (NEVILLE et al.,
1995).

A patogénese do CCEB esta relacionada a fatores de risco como o consumo de tabaco
e de alcool e a fatores genéticos, como alteragdes em oncogenes e genes supressores de tumor
(NAGPAL & DAS, 2003). Fumantes tém risco aumentado de cinco a nove vezes para 0
desenvolvimento da doenca. Este risco aumenta para aproximadamente quinze vezes se 0
individuo for tabagista e etilista. Outros fatores também podem contribuir para o0 CCEB, como
infeccdo pelo virus HPV e exposicdo a radiacdo UV (NEVILLE & DAY, 2002). Apesar da
importancia dos fatores causais, a incidéncia da doenca entre pessoas expostas aos fatores de
risco é relativamente baixa e o carcinoma frequentemente surge ap0s anos de exposi¢do. O

CCEB também pode se desenvolver na auséncia dos fatores de risco, sugerindo um papel
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importante da susceptibilidade do hospedeiro (SCULLY et al., 2000b). De acordo com 0s
mesmos autores, o CCEB surge como consequéncia de multiplos eventos genéticos
moleculares em varios genes, com consequente distdrbio dos mecanismos de sinalizacdo e
regulacdo do ciclo de proliferacdo celular e/ou perturbacdes nos mecanismos de reparo do
DNA e eliminacdo de células alteradas.

O uso habitual do tabaco em suas varias formas (cigarro, charuto, cachimbo, rape,
tabaco mascado) é o fator etiologico mais importante associado com a transformacéo
neoplasica (SAPP et al., 1997). O tabaco é uma mistura complexa, com pelo menos 50
compostos, incluindo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH), nitrosaminas, aldeidos e
aminas aromaticas. Nitrosaminas especificas do tabaco, como a NNN (N"- nitrosonornicotine)
e a NNK (N-methyl-N"-nitrosamino-1-3-pyridyl-1-butanone), e o benzopireno (PAH) podem
produzir mutacdes especificas, especialmente a transversdo de G para T (SCULLY et al.,
2000a). Um estudo realizado por MORENO-LOPEZ et al. (2000) concluiu que individuos que
consomem mais de vinte cigarros didrios tém aproximadamente 12 vezes mais chance de

desenvolver o CCEB em comparagdo com os ndo fumantes.

1.2. O METABOLISMO DE CARCINOGENOS QUIMICOS

As substancias quimicas exogenas (xenobidticos) sdo metabolizadas em mdaltiplas vias,
gerando produtos que podem ser mais ou menos toxicos que a substancia original. Apés o
metabolismo, os produtos podem interagir com moléculas-alvo (proteinas, DNA, RNA),
resultando em efeitos toxicos. As substancias xenobiéticas séo metabolizadas em duas etapas

— as reacOes de fase | e de fase Il. As reacOes de fase | compreendem hidrolise, reducéo e
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oxidacdo e sdo realizadas principalmente pelo grupo enzimatico citocromo P-450, produzindo
frequentemente intermediarios eletrofilicos reativos e tdxicos. Estes produtos podem ser
diretamente eliminados ou podem participar das reacdes de fase Il (glicuronidacéo, sulfatacéo,
metilacdo e conjugacao), cujos principais componentes enzimaticos sao as enzimas da familia
das glutationas S-transferases, gerando metabodlitos de conjugacdo hidrossoliveis e mais
facilmente excretaveis (COTRAN et al., 1999).

O tabaco contem mais de 50 substancias carcinogénicas, das quais o0s hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (PAHS), as nitrosaminas especificas do tabaco e as aminas aromaticas
exercem papel importante na carcinogénese dos tumores associados ao tabagismo. Os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo metabolizados por enzimas da familia citocromo
P-450 através das reacdes de fase I, gerando metabdlitos altamente reativos (BARTSCH et al.,
2000). Estas substancias podem interagir com o DNA formando complexos (“DNA adducts™),
contribuindo assim para uma instabilidade genética com consequente iniciacdo do processo
carcinogénico (KRIEK et al., 1998).

As nitrosaminas mais importantes do tabaco sdo a NNK e NNN, sendo geradas pela
combustdo do mesmo. Estas nitrosaminas requerem ativacdo metabdlica para que possam
exercer seu efeito carcinogénico através da formacao de complexos com a molécula de DNA.
Tal ativacdo é mediada por enzimas do grupo do citocromo P-450 e se caracteriza por reagdes
de hidroxilacao e oxidacdo. As aminas aromaticas sofrem reacGes de hidroxilacao e acetilagédo
mediadas pelas N-acetiltranferases, capazes de se complexar com o DNA e contribuir para a
carcinogénese de alguns tipos de tumores. O tabaco contem também radicais livres (espécies

reativas do oxigénio e do nitrogénio), que geram estresse oxidativo nas mucosas dos tratos
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respiratorio e gastrointestinal, caracterizado por danos a bases nitrogenadas e peroxidagédo de
lipideos. As substancias toxicas geradas pelo metabolismo dos hidrocarbonetos, nitrosaminas,
aminas aromaticas e radicais livres do tabaco sdo inativadas por enzimas da fase Il. Estes
metabolitos reativos sdo, portanto, substratos para as enzimas do grupo das glutationas S-
tranferases (BARTSCH et al., 2000).

Variacgdes individuais na capacidade metabodlica relacionadas as enzimas de fase | e
fase 1l podem estar associadas a susceptibilidade ao cancer. Os polimorfismos genéticos séo

fatores importantes na determinacédo desta variabilidade (LAZARUS & PARK, 2000).

1.3. POLIMORFISMOS GENETICOS

Os polimorfismos genéticos sdo definidos como variacdes na sequéncia do DNA
caracterizadas por substituices de nucleotideos, delecGes, insercBes e duplicacBes que
ocorrem numa frequéncia de pelo menos 1,0% da populacdo estudada. Estas variacdes
genéticas podem ou ndo causar alteracdes na expressao e/ou fungdo do produto protéico. Uma
troca de nucleotideo localizada numa regido codificadora de um gene pode provocar
substituicdo de aminoacido com consequente alteracdo funcional da proteina codificada.
Delecdes em regides codificadoras podem gerar produtos inativos ou auséncia do produto
protéico. Variagdes em regibes promotoras podem alterar as taxas de transcricdo.
Polimorfismos localizados em regifes intronicas podem gerar produtos alterados ou inativos
devido ao processamento “splicing” incorreto do RNA mensageiro. Amplificagdes génicas
resultam em aumento quantitativo do produto protéico (BARTSCH et al., 2000; MILLER et

al., 2001). Os polimorfismos genéticos em genes que codificam enzimas envolvidas no
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metabolismo de carcin6genos presentes no tabaco podem alterar o grau de expressdo e/ou
atividade destas enzimas, modificando a capacidade metabdlica do individuo. A existéncia
destes polimorfismos pode, portanto, influenciar na susceptibilidade individual ao cancer

(LAZARUS & PARK, 2000).

1.4. FAMILIA CITOCROMO P-450

O citocromo P-450 (CYP450) foi inicialmente descrito por KLINGENBERG (1958)
como um pigmento de natureza e funcdo desconhecidas que apresentava um pico de absor¢édo
optica de 450 nm. OMURA & SATO (1962) elucidaram a natureza protéica do pigmento
descrito anteriormente e propuseram o uso do termo “citocromo P-450”. Posteriormente,
ESTABROOK et al. (1963) demonstraram o envolvimento do citocromo P-450 em reac6es de
hidroxilacdo e oxidacdo de varias substancias.

A existéncia de aproximadamente 80 genes do grupo do citocromo P-450 (OMURA,
1999) e o numero crescente de estudos demonstrando a existéncia de proteinas homdlogas
CYP-450 estimulou a proposicdo de uma classificacdo sistematica em “familias” e
“subfamilias” baseada no grau de similaridade da sua sequéncia de aminoacidos (POULOS et
al., 1987). Aquelas proteinas que apresentam até 40,0% de similaridade na sequéncia de
aminoacidos sdo agrupadas na mesma familia e aquelas com até 60% de similaridade sdo
agrupadas na mesma subfamilia (HASLER et al., 1999).

O objetivo principal do metabolismo de drogas no organismo é gerar compostos
hidrossoltveis e mais facilmente excretaveis pela bile ou urina. Uma das vias de metabolismo

oxidativo de drogas e substancias toxicas envolve a alteragdo funcional de grupos especificos
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da molécula original através de proteinas da superfamilia citocromo P-450 (CUPP & TRACY,
1998). Essas proteinas atuam como enzimas intracitoplasmaticas e séo classificadas como
heme-proteinas intracelulares que atuam através da ativacdo do oxigénio molecular. A
estrutura destas enzimas apresenta um grupo heme caracterizado pela presenca de um anel
porfirinico que funciona como centro eletrénico para a ativacdo do oxigénio e consequente
realizacdo do metabolismo oxidativo (HASLER et al., 1999). As proteinas da superfamilia
citocromo P-450 sdo também essenciais a biossintese e metabolismo de hormonios esterdides,
eicosandides e retindides (OMURA, 1999). Varias isoformas enzimaticas CYP450 estdo
envolvidas no metabolismo de substancias toxicas presentes no tabaco e se relacionam,
portanto, a doencas provocadas pelo tabagismo.

Diferentes genes do citocromo P-450 estdo presentes em todos 0S organismos
eucariotas e em alguns procariotas, sendo expressos em tecidos especificos e em estagios de
desenvolvimento especificos (OMURA, 1999). Embora o principal sitio de acdo das enzimas
do sistema citocromo P-450 seja o figado, outros tecidos também apresentam atividade
significativa destas enzimas. Diferengas no padrdo de expressdo e atividade das enzimas
CYP450 podem determinar os efeitos dos agentes carcinogénicos em diferentes tecidos
(VONDRACEK et al., 2001).

A mucosa bucal esta constantemente exposta a numerosas substancias quimicas
presentes em alimentos, tabaco e outras fontes (VONDRACEK et al.,, 2001). Varias
evidéncias tém reforcado a hipdtese da biotransformacdo de xenobidticos pelas células
epiteliais bucais: a carcinogénese bucal envolve a ativacdo, dependente do CYP450, de pro-

carcinégenos como as N-nitrosaminas e o0s hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; a
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exposicdo de animais de laboratorio a tais agentes pode induzir o CCEB (RIVENSON et al.,
1988); células epiteliais bucais sdo capazes de metabolizar, in vitro, alguns hidrocarbonetos
(AUTRUP et al., 1985); algumas enzimas do sistema CYP450, incluindo CYP1Al e CYP2EL,
sdo expressas na mucosa bucal e apresentam atividade oxidativa neste tecido (VONDRACEK
etal., 2001).

A transformacdo enzimatica da maioria dos carcinégenos quimicos € essencial a
formacdo de metabdlitos genotoxicos e as enzimas da superfamilia citocromo P-450 estdo
diretamente envolvidas em tais reacdes de ativacdo de carcin6genos. A carcinogénese quimica
se baseia na ligacdo dos metabolitos toxicos a macromoléculas celulares como o DNA, RNA e
proteinas, gerando complexos denominados “adducts”. As enzimas CYP450 também geram
estresse oxidativo através da producdo de radicais livres e espécies reativas derivadas do
oxigénio, o que contribui ainda mais para a carcinogénese quimica (HASLER et al., 1999). A
relacdo entre o citocromo P-450 e a carcinogénese se baseia em estudos experimentais em
animais nos quais a susceptibilidade ao cancer induzido por substancias quimicas pode ser
amplamente influenciada por diferencas individuais na atividade enziméatica do CYP450. Estas
varia¢Bes individuais na capacidade metabolica relacionadas ao CYP450 tambem acontecem
nos humanos gerando, portanto, efeitos in vivo associados a sensibilidade e metabolismo de
substancias xenobidticas (GUENGERICH & SHIMADA, 1998). Os tipos e a prevaléncia das
variantes alélicas polimorficas presentes em determinada populacdo poderdo gerar diferencas
inter-étnicas e inter-individuais relacionadas a capacidade metabolica dos xenobioticos e
influenciar os efeitos toxicoldgicos das substancias carcinogénicas (KALOW &

BERTILSSON, 1994).
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1.4.1. GENECYP1Al

O gene CYP1AL (citocromo P-450 subfamilia 1A, polipeptideo 1) se localiza no
cromossomo 15, braco longo (15922-g24) e codifica a enzima CYP1Al (HILDEBRAND et
al., 1985). CYP1ALl e uma das principais enzimas de fase | envolvida na biotransformacéao de
compostos presentes no tabaco, gerando metabdlitos genotdxicos e carcinogénicos
(LAZARUS & PARK, 2000; CASSON et al., 2003). A atividade da enzima CYP1A1l esta
relacionada as primeiras reacfes oxidativas do metabolismo de varios substratos como o
benzopireno, principal representante do grupo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
presentes no tabaco (TERRY et al., 2003). O benzopireno sofre acdo da enzima CYP1Al
através de sucessivas reacdes de oxidacdo, levando a formacdo de compostos altamente
mutagénicos como o benzopireno diol epdxido, que apresenta alta reatividade e toxicidade em
relacdo a molécula de DNA, especialmente em regides importantes como o gene TP53
(ALEXANDROV et al., 2002). A expressdo do gene CYP1A1 foi demonstrada no epitélio da
mucosa bucal (VONDRACEK et al., 2001) e é induzida pela presenca das substancias
xenobidticas (FURUKAWA et al., 2004).

O gene CYP1A1 apresenta um polimorfismo no nucleotideo 2455, cddon 462 do exon
7, caracterizado por substituicdo nucleotidica (A — G) resultando na troca do aminoacido no
produto protéico (Isoleucina-lle por Valina-Val) (HAYASHI et al., 1991). As variantes
polimorficas do CYP1A1l apresentam diferencas funcionais demonstradas in vitro. A enzima
CYP1A1 contendo valina na posicdo 462 (CYP1A1*?V® apresenta aumento da atividade

1462I|e

catalitica quando comparada a CYP1A , gerando assim, maior quantidade de compostos

mutagénicos (KAWAJIRI et al., 1993; ZHANG et al., 1996). A variante polimorfica
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CYP1A1%?V4 apresenta maior taxa de transcricdo e, consequentemente, maior atividade
enzimatica (LI et al., 2004). Segundo MOONEY et al. (1997), individuos fumantes que
apresentam a enzima CYP1A1%?Vé  produzem mais compostos téxicos. A atividade
aumentada da CYP1A1l gera estresse oxidativo intracelular com consequente producéo
excessiva de radicais livres e espécies reativas derivadas do oxigénio (ALEXANDROV et al.,
2002).

GARTE et al. (1998) estudaram as frequéncias do alelo polimérfico CYP1A162V em
diferentes grupos étnicos e observaram as maiores incidéncias em asiaticos (22,0%) e latinos
(16,0%). A prevaléncia da forma mais ativa da enzima (CYP1A1*2V?) varia de 10,0% em
populacdes caucasianas a 36,0% em asiaticos, seguindo uma variacdo relacionada a diferentes
grupos étnicos (GARTE et al., 2001).

O gene CYP1Al foi o primeiro componente da familia citocromo P-450 a ser
relacionado ao cancer em humanos (KELLERMAN et al., 1973). A possivel associacao entre
0 polimorfismo do exon 7 do gene CYP1AL e o risco para o desenvolvimento de diversos tipos
de tumores malignos tem sido amplamente estudada por diversos autores e os resultados e
conclusBes sdo conflitantes. A associacdo entre o gendtipo CYP1Al Val/Val (individuos

homozigotos para a variante CYP1A1%%

) e a risco ao cancer de pulméo, mama, trato aéreo
digestivo superior e esdfago foi confirmada em diversos estudos realizados em diferentes
populacbes com odds ratio (O.R.) variando de 2,53 a 3,35 (HAYASHI et al., 1992 ;
AMBROSONE et al., 1996; PARK et al., 1997; WANG et al., 2003; YANG et al., 2004).

Entretanto esta associacdo nao foi demonstrada em estudos subsequentes com tumores do trato
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aéreo digestivo superior, esdfago, ovario e mama (OUDE-OPHIUS et al., 1998; MATTHIAS
etal., 1998; TERRY et al., 2003; ABBAS et al., 2004, LI et al., 2004).

Em relacdo ao CCEB, os resultados também sdo controversos. Alguns estudos
concluem que o genétipo CYP1A1 Val/Val é um fator de risco para 0 CCEB (SREELEKHA et
al., 2001; SATO et al.,, 2000; KAO et al., 2002), enquanto outros ndo confirmam esta

associacdo (HAHN et al., 2002; KATOH et al., 1999).

1.4.2. GENECYP2E1

O gene CYP2E1 humano (Citocromo P-450 subfamilia 2E, polipeptideo 1) se localiza
no cromossomo 10q24.3, e codifica a enzima CYP2EL de 57 KD (UMENO et al., 1988) que
catalisa a ativacdo metabdlica de pré-carcinégenos como as nitrosaminas de baixo peso
molecular presentes no tabaco (N'- nitrosonornicotine — NNN e N-methyl-N"-nitrosamino-1-
3-pyridyl-1-butanone - NNK) (HAYASHI et al., 1991).

A regulacdo molecular da expressdo do CYP2EL é complexa e envolve mecanismos
transcricionais, pos-transcricionais e pés-traducionais (LIEBER, 1997). A inducdo da enzima
depende da dose, duracdo e via de acdo do agente carcinogénico. O fumo, o etanol e outros
agentes toxicos induzem a atividade da CYP2EL, aumentando a producdo de metabolitos
toxicos e incrementando os riscos a doengas relacionadas a acao de agentes ambientais como o
cancer (VILLARD et al., 1998).

Niveis aumentados de CYP2E1 geram estresse oxidativo com consequentes efeitos
deletérios em nivel de DNA e proliferacéo celular. Este estresse oxidativo induz uma resposta

adaptativa atraves da repressdo dos sistemas geradores de radicais livres e da inducdo de
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sistemas anti-oxidantes como, por exemplo, a transcricdo das glutationas S-transferases
(GSTs) (CARO & CEDERBAUM, 2004). A enzima CYP2EL também atua na ativacdo de
pré-carcin0genos como as nitrosaminas presentes no tabaco. Desta forma, a atividade da
CYP2E1 estd diretamente relacionada ao grau de injuria tecidual induzido pelos agentes
xenobidticos (LIEBER, 1997).

O gene CYP2E1 é caracterizado pela presenca de dois polimorfismos genéticos
localizados na regiao regulatoria 5°, detectaveis por digestdo com as enzimas de restri¢do Pstl
e Rsal. O alelo mais frequente em diversas populacGes se caracteriza pela presenca de um sitio
de restricdo reconhecido pela endonuclease Rsal no nucleotideo —1019 (sequéncia GTAC) e
pela auséncia do sitio para a enzima Pstl no nucleotideo —1259 (sequéncia GTGCAG) — alelo
Rsal+/Pstl-. O alelo menos frequente ndo apresenta o sitio para a enzima Rsal devido a uma
troca de base nitrogenada (GTAT) e possui 0 sitio para a enzima Pstl, também atribuido a uma
troca nucleotidica (CTGCAG) - alelo Rsal-/Pstl+ (WATANABE et al., 1990). A
representacdo esquematica destes polimorfismos pode ser observada na FIGURA 1.

Os polimorfismos do gene CYP2E1l ndo provocam mudangas na sequéncia de
aminoacidos do produto protéico devido a localizagdo em regido ndo codificadora, porém
podem alterar a atividade transcricional do gene (LAZARUS & PARK, 2000). HAYASHI et
al. (1991) analisaram as estruturas moleculares das variantes polimorficas do CYP2EL e
concluiram que os polimorfismos Pstl e Rsal alteram a regulagdo transcricional do gene e
consequentemente os niveis de RNA mensageiro da enzima CYP2E1. Segundo WATANABE
et al. (1994), a presenca do alelo raro Rsal(-) gera um incremento de duas vezes nos niveis de

RNA mensageiro da enzima CYP2E1, aumentando-se assim a susceptibilidade aos efeitos
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carcinogénicos promovidos pelos metabdlitos das nitrosaminas especificas do tabaco. A troca
nucleotidica —1019 C — T altera a interagdo entre o fator de transcricdo hepatico (HNF-1) e a
sequéncia alvo deste fator na regido promotora do gene CYP2EL, 0 que provoca um aumento
na atividade transcricional de CYP2E1 (HAYASHI et al., 1991).

As frequéncias dos alelos polimdrficos Pstl e Rsal do CYP2E1 variam em diferentes
populacbes. WATANABE et al. (1990) relataram uma frequéncia de 19,3% para 0 gendtipo
raro (Rsal - / Pstl +) numa populacdo japonesa. A prevaléncia deste alelo é bem menor em
populagdes caucasianas (3,0%) (LIU et al., 2001).

A associacdo entre as variantes polimorficas do gene CYP2EL e o risco para tumores
do trato aéreo digestivo superior é controversa. Individuos com o gendtipo raro
(Rsal - / Pstl + ) podem apresentar risco aumentado para canceres de nasofaringe, pulmao,
esofago e boca (HILDESHEIN & LEVINE, 1993; WU et al., 1997; HUNG et al., 1997; LIN
et al., 1998). LIU et al. (2001) avaliaram o papel dos polimorfismos da regido promotora do

CYP2E1 na susceptibilidade ao CCEB e ndo confirmaram tal associacéo.

Sitio de inicio da
Pstl (-1259) Rsal (-1019)
Gene [ [ tenn T

Figura 1 — Representacdo esquematica dos polimorfismos da regido promotora do gene

CYP2E1

1.5. GENE GST (GLUTATIONA S-TRANSFERASE)
As enzimas do grupo das glutationas S-transferases (GSTs) sdo codificadas por

uma super-familia com quatro principais classes de genes - o, ©t, 6 € pn. As GSTs participam
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das reacOes de fase Il, caracterizadas pela conjugacdo da glutationa a compostos toxicos
presentes no tabaco ou gerados apds as reacOes de fase I, incluindo os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e as nitrosaminas. Os metabdlitos conjugados se tornam hidrofilicos,
atoxicos e facilmente excretaveis (LAZARUS & PARK et al., 2000).

A classificacdo em diferentes classes se baseia em aspectos como especificidade a
diferentes substratos, afinidade quimica, estrutura protéica e cinética da proteina (LANDI,
2000).

As proteinas da familia das GSTs sdo encontradas em todos os sistemas eucariotas e
procariotas (LAUGHLIN et al., 1998), sdo proteinas soliveis e diméricas com
aproximadamente 25KD (WHITTINGTON et al., 1999).

Os padrdes de expressdo das GSTs nos tecidos e Orgdos humanos apresentam
diferencas quantitativas e qualitativas (PACIFICI et al., 1986). Existem evidéncias que
demonstram associacdo entre género e padrdo de expressdo das GSTs (HATAYAMA et al.,
1986). Estudos detectaram diferencas significativas entre os géneros masculino e feminino na

especificidade, estabilidade térmica e cinética das glutationas (SINGHAL et al., 1993).

1.5.1. GENEGSTM1

O gene GSTgl (GSTM1) se localiza no cromossomo 1g13.3, codifica a enzima
GSTM1. A enzima GSTML1 apresenta baixos niveis de expressdo imunoistoquimica na
mucosa bucal normal (CHEN et al., 1995). De acordo com CORRIGALL & KIRSCH (1988)

a enzima GSTM1 apresenta niveis médios de expressao nas glandulas salivares.
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O gene GSTML1 apresenta um polimorfismo genetico caracterizado pela delecao
completa do gene (XU et al., 1998). Individuos homozigotos para a delecdo, ou seja, com o
gendtipo GSTM1 nulo (GSTM1 0/0) ndo expressam a enzima GSTM1 e, consequentemente,
apresentam diminuicdo na capacidade metabdlica (SREELEKHA et al., 2001). A deficiéncia
de GSTML1 é considerada um dos fatores metabdlicos de susceptibilidade ao cancer mais
consistente. Existem varias evidéncias que comprovam esta afirmativa: a enzima GSTM1
participa do metabolismo de compostos xenobidticos presentes no tabaco como o benzopireno
e outros hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; a urina de individuos fumantes com a
enzima GSTM1 ativa apresenta niveis mais baixos de substancias genotoxicas, quando
comparados a individuos com gendtipos GSTM1 nulo (HIRVONEN et al., 1994); a atividade
de GSTM1 previne danos cromossémicos in vitro (WIENCKE et al., 1990); individuos com
GSTMI ativa tém baixos niveis de substancias complexadas com moléculas de DNA (“DNA
adducts”) (KATO et al., 1995; ROJAS et al., 1998).

A variacdo étnica e geografica relacionada a prevaléncia da delecdo do GSTM1 é
evidente. As freqliéncias variam de 13,0% em populacdes caucasianas a 52,0% em populac¢des
asiaticas. AMORIN et al. (2002) e PINTO et al. (2003) relataram freqiiéncias do genoétipo
GSTM1 nulo de 40,2% e 38,2% , respectivamente, em populacBes brasileiras de mesma
localizagdo geografica.

Estudos epidemioldégicos sugerem que a deficiéncia de GSTM1 predispde ao
desenvolvimento de varios tipos de tumores malignos humanos relacionados ao consumo de
tabaco e alcool, como os canceres de bexiga e pulmao (LAFUENTE et al., 1993; QUINONES

et al., 2001; SOBBI et al., 2004). A associacao entre o polimorfismo do GSTM1 e tumores da
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regido de cabeca e pescogo é controversa. Alguns trabalhos demonstram que a delecédo do
GSTML1 ¢ fator de risco para tumores de laringe, orofaringe e boca (MULDER et al., 1995;
NOMURA et al., 2000; SREELEKHA et al., 2001), entretanto esta hipotese ndo é confirmada
em outros estudos (MATTHIAS et al., 1998; OUDE-OPHIUS et al., 1998; PARK et al., 1997;
AMADOR et al., 2002).

Segundo VAURY et al. (1995), ROJAS et al. (1998) e WARHOLM et al. (1998)
existe uma associacdo entre a deficiéncia de GSTM1 e um aumento dos niveis de transcricdo
do gene CYP1Al. VAURY et al. (1995) demonstraram que a presenca de pelo menos um alelo
do gene GSTML1 esta relacionada a uma diminuicdo da transcricdo do CYP1Al. Os autores
sugerem que, em determinados ambientes metabolicos, a presenca da enzima GSTML1 pode
inibir a transcricdo de CYP1Al, com consequente diminuicdo de metabolitos toxicos. O
benzopireno diol epdxido, principal metabdlito resultante da atividade da CYP1A1, sofre acdo
da enzima GSTML, que o conjuga com a glutationa e produz compostos atoxicos. Os niveis de
atividade enzimatica de CYP1Al e GSTML1 sdo, portanto, criticos em relacdo as doses de
metabolitos ativos e formadores de complexos com a molécula de DNA (ALEXANDROV et

al., 2002).

1.5.2. GENEGSTT1

As enzimas glutationas S-transferases da classe Theta (6 - GSTT) foram inicialmente
descritas, purificadas e caracterizadas estruturalmente por MEYER et al. (1991). O gene
GSTT1 se localiza no cromossomo 22qg11.2 (WEBB et al., 1996), tem 8,1 Kbases de extensao

e codifica uma proteina de 25,3KDa (COGGAN et al., 1998).
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As GSTT apresentam diferencas estruturais importantes relacionadas a atividade
catalitica quando comparadas as outras enzimas do grupo das glutationas (JEMTH &
MANNERVIK, 1997). A enzima GSTT1 atua nas reacGes de conjugacdo da glutationa,
especialmente com moléculas associadas a grupos epdxido. Os derivados do etileno epdxido e
do butadieno gerados através de reacdes de oxidacdo mediadas por CYP450 sdo substratos
para GSTT1 (LANDI, 2000). A GSTT1 também €é capaz de processar substancias como o
diclorometano, cloreto de metila e cloreto de nitrobenzila, transformando-as em compostos
mutagénicos (MEYER et al., 1991).

A enzima GSTT1 apresenta padrdo de expressdo constitutivo, sendo expressa em
baixos niveis na mucosa bucal normal (CHEN et al., 1995) e em niveis elevados no figado
(WHITTINGTON et al. 1999). Entretanto, alguns agentes xenobidticos podem elevar os
niveis de transcricdo do gene (VAN LIESHOUT et al. 1998).

O gene GSTT1 também apresenta um polimorfismo caracterizado pela dele¢éo total
do gene. Individuos homozigotos para a delecdo (genétipo GSTT1 nulo ou GSTT1 0/0) ndo
geram o produto protéico do gene com consequente auséncia de atividade da enzima GSTT1
(PEMBLE et al., 1994).

A prevaléncia da delecdo do GSTT1 em populac6es controle varia, assim como no caso
dos outros genes abordados neste trabalho, seguindo um padrdo étnico e geografico. As
frequéncias do genotipo GSTT1 nulo em diferentes popula¢es de origem caucasiana variam
de 13,0 a 26,0%. Populac®es asiaticas apresentam freqiiéncias de 35,0 a 52,0% (GARTE et al.,
2001). Estudos em populagdes brasileiras observaram valores de prevaléncia do gendtipo

GSTT1 nulo em torno dos 25,0% (AMORIN et al., 2002; PINTO et al., 2003).
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A atividade da enzima GSTT1 modula os efeitos bioldgicos toxicos de substancias
carcinogeénicas e, portanto, o polimorfismo do GSTT1 pode alterar o risco de desenvolvimento
de doencas como o cancer em humanos (LANDI, 2000). Desta forma varios estudos tém sido
conduzidos com o objetivo de avaliar a possivel associacdo entre o gendtipo GSTT1 nulo e o
risco para varios tipos de cancer. Individuos com genotipo GSTT1 nulo apresentam maior
risco para o desenvolvimento de carcinoma basocelular, carcinoma de boca, laringe, bexiga,
pulmao, reto e préstata (HEAGERTY et al. 1996; HUNG et al., 1997; ABDEL-RAHMAN et
al. 1998; SOBBI et al., 2004; CHEN et al., 2005; CACERES et al., 2005).

A associacdo potencial entre a delecdo do gene GSTT1 e o risco para tumores do trato
aéreo digestivo superior é amplamente estudada e as conclusbes sdo conflitantes. Varios
estudos epidemiologicos do tipo caso-controle avaliaram a associacéo entre o polimorfismo do
GSTT1 e canceres do trato aéreo digestivo superior em diferentes populacdes e ndo
encontraram resultados significativos (TRIZNA et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; HUNG et
al., 1997; OUDE-OPHIUS et al., 1998; MATTHIAS et al., 1998; KATOH et al., 1999).
Outros autores, entretanto, demonstraram que individuos com o genétipo GSTT1 nulo tém
maior risco para o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas de laringe, orofaringe
e boca (JOURENKOVA et al, 1998; JOURENKOVA-MIRONOVA et al., 1999;
SREELEKHA et al., 2001).

A associagéo entre 0 gendtipo GSTT1 nulo e o risco aos tumores malignos relacionados
ao consumo de tabaco ainda ndo é evidente (ABBAS et al., 2004). O significado bioldgico da

auséncia da enzima GSTT1 permanece ainda obscuro (LANDI, 2000).
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A analise de grupos de individuos expostos a substancias carcinogénicas através do
estudo de polimorfismos genéticos em genes relacionados ao metabolismo de substancias
xenobidticas pode ser de fundamental importancia na avaliacdo do grau individual de

susceptibilidade ao cancer e talvez na prevencdo de alguns tipos de tumores.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo avaliar a associacdo entre os polimorfismos dos
genes CYP1A1, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 e o risco para o desenvolvimento de carcinoma de
células escamosas de boca em uma populacdo brasileira definida, bem como analisar possiveis
associacoes destes polimorfismos com fatores importantes como sexo e sitio de localizacdo do

tumor na cavidade bucal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DESENHO DO ESTUDO

Para se avaliar a associacdo entre os polimorfismos dos genes CYP1Al, CYP2EL,
GSTM1 e GSTTL1 e o risco para o desenvolvimento do carcinoma de células escamosas de
boca (CCEB) foi realizado um estudo do tipo caso-controle. Os individuos incluidos no grupo
caso apresentavam diagnéstico clinico e histopatolégico de CCEB. Inicialmente, apds
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO A), os individuos
responderam a uma ficha clinica (ANEXO B) contendo dados pessoais, dados relativos aos
habitos de tabagismo e etilismo (tipo, frequéncia e duracdo do habito) e dados relativos a
doenca como localizacdo da lesdo, tempo de evolucgdo, tratamento instituido, data e local da
coleta. Em seguida, os individuos foram submetidos ao raspado de células da mucosa bucal
clinicamente saudavel. O grupo controle foi submetido aos mesmos procedimentos realizados
com o grupo caso. Este raspado foi realizado com espatulas plasticas estéreis e armazenado
em tubos Eppendorf de 1500ul contendo uma solucéo tampdo de Krebs (ANEXO D) e, em
seguida, congelados a — 20°C. Foram obtidos dois raspados de cada individuo.

Posteriormente foi extraido o DNA do raspado obtido e a regido do gene a ser estudada
foi amplificada através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os resultados
foram visualizados e avaliados através de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida. A FIGURA 2

apresenta um esquema do desenho do estudo.
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OPULACAO DO ESTUDQ

@ de incluséo e e@

GRUPO CASO

Pacientes da Clinica de Semiologia e

GRUPO CONTROLE
Estomatologia da Faculdade de Odontologia da ientes das Clinicas da Faculdad

Odontologia da UFMG

UFMG e do Ambulatério de Cabeca e Pesco¢o do

Ll

Termo de consentimento. ficha clinica e rasnado da mucosa

@ise LaboratoriD

Figura 2. Diagrama do desenho do estudo

Hospital Mario Penna
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3.2. AREA DE ESTUDO

A Clinica de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da UFMG é centro de
referéncia para doencas da boca no Estado de Minas Gerais e atende pacientes pelo Sistema
Unico de Saude. O Ambulatério de Cabeca e Pescoco do Hospital Mario Penna é também
centro de referéncia para o cancer de cabeca e pescoco e atende pacientes pelo Sistema Unico

de Saude.

3.3. POPULACAO DE ESTUDO

3.3.1. FONTES E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE — GRUPO CASO

O grupo caso foi constituido por individuos com diagnostico clinico e histopatoldgico
de CCEB. A selecdo dos participantes e coleta das amostras da pesquisa foram realizadas na
Clinica de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas
Gerais e no Ambulatério de Cabeca e Pescoco do Hospital Mario Penna.

Os critérios para a inclusdo do individuo na pesquisa foram:

A) Diagnostico clinico e histopatolégico de CCEB,;

B) Individuo ainda ndo submetido a tratamento ou submetido apenas a remogéo
cirurgica do tumor.

C) Individuo tabagista ou ex-tabagista (individuos que fumaram 20 cigarros por

dia, por mais de 20 anos)
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Os critérios para a exclusdo do individuo desta pesquisa foram considerados nas

seguintes situacdes:

A) Individuo que ndo concordou em participar do estudo;

B) Individuo muito debilitado fisicamente e/ou emocionalmente pela doenga;

C) Individuo submetido a radioterapia;

D) Os individuos que apresentavam carcinoma de labio foram excluidos em funcao

da sua etiologia e comportamento diferirem do carcinoma de células escamosas das outras

regides da boca.

3.3.2. FONTE E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE — GRUPO CONTROLE

O grupo controle foi selecionado nas Clinicas da Faculdade de Odontologia da

Universidade Federal de Minas Gerais e incluidos no estudo de acordo com o0s seguintes

critérios:
A) Mucosa bucal saudavel;
B) Individuo tabagista.

Os individuos que ndo concordaram em participar do estudo foram excluidos. Os
individuos do grupo controle consumiam mais de 20 cigarros por dia, por mais de 20 anos. Os
ndo fumantes foram excluidos do grupo controle intencionalmente porque no grupo caso todos

os individuos sdo fumantes ou ex-fumantes.
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O consumo de cigarro foi avaliado estabelecendo-se a seguinte equivaléncia: 20
cigarros industrializados = 04 cigarros de palha com fumo de rolo = 04 charutos = 05
cachimbos = 1 mago (FRANCO et al., 1989; SCHLECHT et al., 1999). Foram considerados
ex-fumantes aqueles individuos que abandonaram o vicio ha mais de 2 anos (MORENO-
LOPEZ et al., 2000).

Os individuos dos dois grupos foram questionados a respeito do consumo de alcool,
entretanto, devido a dificuldade de obtencdo de respostas exatas quanto a qualidade e

quantidade, este habito ndo foi considerado em nosso estudo.

3.3.3. AMOSTRA

Participaram do estudo 100 individuos com CCEB e 100 individuos controles pareados
por sexo e faixa etaria. Os participantes foram divididos em faixas etarias com intervalos de 10
anos (abaixo de 40 anos, 41 a 50 anos, 51 a 60 anos, 61 a 70 anos, acima de 71 anos).

Foram obtidos raspados de mucosa clinicamente saudavel e, no caso dos individuos
doentes, numa regido mais afastada possivel do tumor. O raspado foi realizado com espétulas
plasticas devidamente embaladas e autoclavadas. As amostras foram armazenadas em solucéo

tampdo de Krebs e, posteriormente, congeladas a — 20°C.

3.4. EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo técnica descrita por BOOM et al. (1990). O

produto da raspagem da mucosa normal foi adicionado a 900ul de tampé&o de lise (970mg/ml
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GuHClI, 0,1 mol/l Tris-HCI pH 6.4, 0,2 mol/l EDTA pH 8.0, 26 mg/ml Triton X-100) e a 40ul
de suspensdo de silica. A mistura foi agitada em vortex por alguns segundos, incubada em
banho de areia a 56°C por 10 minutos e posteriormente centrifugada em microcentrifuga
(13000g). Apobs o descarte do sobrenadante, o pellet de silica foi lavado 2 vezes com tampéo
de lavagem (970mg/ml GuHCI, 0,1 mol/l Tris HCI pH 4.0), repetindo-se a centrifugacédo entre
cada lavagem. Outras duas lavagens sucessivas foram realizadas com etanol 70% e uma ultima
com acetona. O sobrenadante foi descartado e a silica seca a 56°C (3 a 5 minutos).
Posteriormente adicionou-se 100ul de tampdo TE, agitou-se em vortex e incubou-se a 56°C
por 10 minutos. Finalmente, a mistura foi centrifugada por 2 minutos e o sobrenadante

contendo o DNA transferido para outro tubo.

3.5. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica consiste na replicacdo in vitro de fragmentos de DNA, através da utilizacéo
de uma DNA polimerase. A técnica utiliza pares de oligonucleotideos que delimitam o
segmento desejado e funcionam como iniciadores da reacdo (primers), uma solucdo de
desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs) e uma DNA polimerase termoestavel (Thermus
aquaticus — Taq DNA polimerase), adicionados a uma aliquota do DNA a ser amplificada e a
um tampéo de incubacéo especifico.

A amplificagé@o pela PCR envolve ciclos repetidos de desnaturagdo a quente (94°C) do
DNA, anelamento dos iniciadores as sequéncias complementares e extensdo dos iniciadores

anelados pela Taq DNA polimerase. A cada ciclo sucessivo duplica-se a quantidade de DNA
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sintetizada no ciclo anterior. Isso resulta no acumulo exponencial do fragmento especifico,
aproximadamente 2", onde n é o nimero de ciclos (SAIKI et al., 1985) (FIGURA 3).
Os iniciadores utilizados nas reacdes de PCR estdo descritos na TABELA 1 e 0S

protocolos referentes a cada reacdo realizada podem ser observados na TABELA 2.

3.5.1. ANALISE DO GENE CYP1Al

A amplificacdo do fragmento correspondente ao exon 7 do gene CYP1A1 foi realizada
pela PCR. Foram utilizados 3 iniciadores (primers), denominados iniciadores A, G
(iniciadores senso) e R (iniciador antisenso). Para cada amostra foi realizada uma reacdo com
um par especifico, ou seja, primer A e primer R para amplificar o alelo que codifica a enzima
CYP1ALl contendo isoleucina no cédon 462 (CYP1A1%?"®) e primer G e primer R para
amplificar o alelo que codifica a enzima CYP1Al contendo valina no codon 462
(CYP1A1%2Ve) O fragmento correspondente ao CYP1A1%2" possui 211 pares de base e 0

produto correspondente ao CYP1A1%0?!

possui 208 pares de base.
3.5.2. ANALISE DO GENE CYP2E1

A amplificacdo da regido promotora 5do gene CYP2EL foi realizada pela PCR e a
analise dos polimorfismos localizados nesta regido foi realizada através de digestdo dos
produtos da PCR com as enzimas de restricdo Rsal e Pstl. O produto da reacdo de PCR possui
412 pares de base.

A andlise de restricdo consiste na utilizacdo de endonucleases capazes de reconhecer

certas sequéncias de nucleotideos e clivar a molécula de DNA nestas regides. Estas
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endonucleases sdo denominadas enzimas de restricdo e as sequéncias reconhecidas sdo 0s
sitios de restricdo. A digestdo de fragmentos de DNA com enzimas de restricdo € utilizada na
identificacdo de mutacOes capazes de promover alteracdes em sitios especificos (WATSON et
al., 1997). O protocolo utilizado para a identificacdo dos polimorfismos do gene CYP2E1
através da incubacdo com as enzimas Rsal e Pstl esta descrito na TABELA 2. A presenca do
sitio de restri¢do para a enzima Rsal determina a presenca de uma banda de 351 pares de base
e outra de 61 pares de base. No caso da enzima Pstl, as bandas observadas sdo de 294 e 118
pares de base. A presenca da banda de 412 pares de base referente a amplificacdo da regido
promotora do gene CYP2E1l juntamente com os produtos das digestdes indica individuo

heterozigoto.

3.5.3. ANALISE DOS GENES GSTM1 E GSTT1

A identificacdo das delecBes dos genes GSTM1 e GSTT1 foi realizada através da
reacdo em cadeia da polimerase. O produto de PCR do individuo homozigoto para a presenga
do gene GSTML1 ou heterozigoto possui 220 pares de base. O produto relativo a presenca de
pelo menos um alelo gene GSTT1 possui 450 pares de base. Aqueles individuos com os dois
alelos deletados (GSTM1 0/0 ou GSTT1 0/0) ndo apresentaram produto da reacdo em cadeia da
polimerase.

Para a analise das frequéncias dos genotipos dos genes GSTM1 e GSTT1, os individuos
homozigotos para a presenca do gene (+/+) e os individuos heterozigotos (+/0) foram
considerados do mesmo grupo (GSTM1 ou GSTT1 positivos). As amostras tambem foram

submetidas a amplificacdo pela PCR do gene f-globina para confirmar a presenca de DNA.
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3.5.4. CONTROLES NEGATIVOS
Para cada reacdo de PCR realizada foi feito um controle negativo contendo todos os
reagentes necessarios, com excecao da amostra de DNA. Os controles negativos indicam a

auséncia de contaminacdo nos componentes da reacao.

TABELA 1

SEQUENCIA DOS INICIADORES UTILIZADOS NAS REACOES DE PCR
GENE SEQUENCIA DO INICIADOR

CYP1Al CYP1A1A- 5GAAGTGTATCGGTGAGACCA3
CYP1A1 G -5 GTGTATCGGTGAGACCG3
CYP1A1 R -5 GTAGACAGAGTCTAGGCCTCA3
CYP2E1 Senso 5 CCAGTCGAGTCTACATTGTCA3"
Antisenso 5 TTCATTCTGTCTTCTAACTGG3®
GSTM1 Senso 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC3
Antisenso 5" GTTGGGCTCAAATATACGGTGG3"
GSTT1  Senso 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC3'

Antisenso 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA3®

47



TABELA 2

Protocolos das reacoées de PCR e analises de restricdo

GENES

PrRoOTOCOLOS

CYP1A1

CYP2E1

GSTM1

- A PCR foi realizada utlizando-se 5,0uL de DNA, 13,75uL de H,O, 2,5uL de
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), 2,5uL de tampédo, 0,5uL de cada primer e 0,25uL da
enzima Taq DNA polimerase.

- A reacéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturacéo inicial a 95°C por
5, 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30", anelamento a 58°C por 1" e extensdo a 72°C

por 1°, sequida de extensdo final a 72°C por 10".

- A PCR foi realizada utlizando-se 5,0uL de DNA, 11,356uL de H,O, 5,0uL de
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), 2,5uL de tampao, 0,446uL do primer 57, 0,448uL do
primer 3° e 0,25uL da enzima Tag DNA polimerase.

- A reacéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturacéo inicial a 94°C por
2", 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30", anelamento a 58°C por 30" e extensdo a 72°C
por 45, sequida de extensdo final a 72°C por 10°.

- Enzima Rsal (10U/pL) — digestdo com 5 unidades (0,5uL), tampéo Buffer C (1,0uL), H,O
(3,5uL). Incubagdo a 37°C por 4h. Inativacdo enzimatica a 65°C por 15°.

- Enzima Pstl (10U/uL ) — digestdo com 3 unidades (0,3uL), tampéo Buffer H (1,4uL), H,O
(3,3pL). Incubagdo a 37°C por 4h. Inativacdo enzimatica a 65°C por 15°.

- A PCR foi realizada utilizando-se 5,0uL de DNA, 11,4uL de H,O, 5,0uL de
desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs), 2,5uL de tampéo, 0,425uL de cada primer e 0,25uL
da enzima Taq DNA polimerase.

- A reacio foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturagéo inicial a 94°C por

57, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30", anelamento a 64°C por 1° e extensdo a 72°C
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GSTT1

por 1°, sequida de extensdo final a 72°C por 5°.

- A PCR foi realizada uitlizando-se 5,0uL de DNA, 11,112uL de H,O, 5,0uL de
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), 2,5uL de tampéo, 0,604uL do primer 57, 0,534uL do
primer 3’e 0,25uL da enzima Tag DNA polimerase.

- A reacéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturacéo inicial a 94°C por
5, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30", anelamento a 64°C por 1" e extensdo a 72°C

por 1°, sequida de extensdo final a 72°C por 5°.
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3.6. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA E COLORAGAO PELA PRATA

Os produtos da PCR foram verificados através da eletroforese em gel de poliacrilamida
(MANIATIS et al., 1982). Foram aplicados 3,0ul de cada produto juntamente com 1,0ul de
gel loading buffer (GLB) no gel a 6,5%. A corrida foi realizada em tampéao TBE 1x, a 160V,
durante aproximadamente 30 minutos, utilizando-se cuba especifica (mini vertical gel
electrophoresis unit, Sigma). Os produtos da analise de restricdo foram aplicados em gel de
poliacrilamida a 8,0%. A corrida foi realizada em tampdo TBE 1x, a 300V, durante
aproximadamente 60 minutos. Posteriormente, cada gel foi corado pela prata para verificagdo
e andlise do material amplificado, seguindo-se uma adaptacdo do método descrito por
BASSAM et al. (1991), que consiste na imersdo de cada gel em uma série de solugdes
especificas, numa ordem definida (TABELA3). Ap6s o término do processo, 0s géis foram secos

em papel celofane.

Tabela 3
Solugdes Tempo Regular
Acido acético 10% 10 minutos
Agua destilada 3 minutos

Solugéo de prata (ANEXO G) 8 a 10 minutos
Agua destilada 30 segundos (2 lavagens)
Solucéo reveladora (ANEXO G) O suficiente

Acido acético 10% Paralizacdo da reacao

o1



3.7. ANALISE ESTATISTICA

A comparacao das frequéncias dos gendtipos dos genes estudados entre 0s dois grupos
foi realizada através de analise univariada, utilizando-se o teste do Qui-quadrado e o teste
exato de Fisher. O teste do Qui-quadrado pode ser utilizado para se determinar a significancia
das diferencas entre dois ou mais grupos independentes. A aplicacdo do teste Qui-quadrado
requer que as frequéncias esperadas em cada célula sejam significativas, sendo que nenhum
valor esperado pode ser igual a zero e pelo menos 20% das células devem ter valor esperado
maior ou igual a 5. Quando qualquer um desses pressupostos foi quebrado utilizou-se o teste
de Fisher. Para se medir o risco para cada um dos parametros analisados foi utilizado o Odds
Ratio (OR) que calcula a vantagem de um dos eventos avaliados em relacdo ao outro (SIEGEL

& CASTELLAN JR, 1988). O nivel de significancia adotado foi 5,0%.

3.8. AsPECTOS ETICOS

A realizacdo deste estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), conforme parecer no. ETIC 058/01.
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5. RESULTADOS

Os resultados das reacdes realizadas para cada gene estudado estdo representados nas
FIG. 4 a 8. As figuras mostram os geis de poliacrilamida contendo as bandas relacionadas aos

produtos de amplificacdo por PCR e de digestdo com endonucleases de restri¢éo.
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Os grupos casos e controles estdo descritos na TAB. 4. As freqliéncias dos gendtipos
relacionados aos polimorfismos dos genes CYP1Al, CYP2ELl, GSTM1 e GSTT1 foram
analisadas separadamente nos individuos dos grupos casos e controles e podem ser observadas
na TAB. 5. Os resultados demonstram que ndo houve relacdo entre os polimorfismos dos genes

CYP1Al e CYP2E1 e o carcinoma epidermoéide de boca, uma vez que as diferengas entre os
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gendtipos nos diferentes grupos ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05). Os
polimorfismos nos genes estudados da superfamilia citocromo P-450 ndo seriam, portanto,
fatores de risco isolados para o desenvolvimento do carcinoma epidermdide de boca.

As diferencas entre as variantes polimorficas dos genes GSTM1 e GSTT1 nos grupos
casos e controles foram estatisticamente significativas, demonstrando que individuos com
deficiéncia da enzima GSTM1 (genétipo GSTM1 nulo) tém maior risco para o cancer bucal
(p=0,022; Odds ratio O.R.=2,00) e que individuos com auséncia de atividade da enzima
GSTT1 (genotipo GSTT1) também tém maior susceptibilidade ao cancer de boca (p=0,0000;

Odds ratio 0.R.=5,41).

TABELA 4
CAasos (N=100) CoNTROLES (N=100)
Sexo Masculino 80 75
Sexo Feminino 20 25

Média de idade 56,5 anos (40 — 84 anos) 51,2 anos (34 — 86 anos)

Faixa etaria
<40 anos 3 6
41 a 50 anos 32 36
51 a 60 anos 32 40
61 a 70 anos 18 12
> 71 anos 8 4
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TABELAS

FREOUENCIAS DOS GENOTIPOS DOS GENES CYP1A1. CYP2E1. GSTM1 E GSTT1 NOS CASOS E CONTROLES

Casos  CONTROLES P ODDS RATIO
lle/lle 42 30
lle/Val 53 63 P>(),05Valival versus lelle  llerval) Nn.s.
Val/Val 5 7
Rsal +/+ 85 54
Rsal +/- 15 45
Rsal -/- 0 1 P>0,05 ¢+ versus +) n.s.
0 0

P>O 05 (+/- versus -/-)

0/0 64 47 P=0,022 O.R.=2,00

0/+ ou +/+ 36 53

0/0 79 41 P=0,0000 O.R.=5,41

0/+ ou +/+ 21 59

N — n° de individuos / lle/lle — homozigoto isoleucina / Ile/Val — heterozigoto / Val/Val — homozigoto valina /
0/0 — homozigoto GSTM1 ou GSTTL1 nulo / 0/+ - heterozigoto / +/+ - homozigoto para a presenca dos genes 60

GSTM1 ou GSTT1/ P — nivel de significancia / n.s. — ndo significativo



As frequéncias das variantes polimorficas dos genes estudados também foram

analisadas de acordo com o sexo dos individuos. Os resultados estdo representados nas

TAB. 6, 7, 8 e 9. As freqliéncias genotipicas ndo diferem em valores estatisticamente

significativos para os polimorfismos dos genes CYP2E1 e CYP1ALl, ndo havendo, portanto

maior risco para homens ou mulheres. Os resultados mostraram, entretanto, diferencas

significativas em relacdo a delecdo dos genes GSTM1 e GSTTL. Individuos do sexo

masculino com gen6tipo GSTM1 nulo apresentam risco maior para o desenvolvimento de

cancer bucal (0.R.=2,53). Com relacdo a deficiéncia do gene GSTT1, homens com

gendtipo GSTT1 nulo tém risco aumentado em 6 vezes (O.R.=6,22) e mulheres em 13

vezes (0.R.=13,5).

TABELA 6

DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO CYP1A1 EM RELACAO AO SEXO DOS INDIVIDUOS

SEXO GENOTIPO CYP1A1

lle/lle (A/A)  lle/Val (A/G)

Casos M (N=80) 28 (35,0%) 47 (58,8%)
(N=100)

F (N=20) 16 (80,0%) 4 (20,0%)

Controles M (N=75) 24 (32,0%) 46 (61,3%)
(N=100)

F (N=25) 4 (16,0%) 19 (76,0%)

Val/Val (G/G)

5 (6,29%)

5 (6,7%)

2 (8,0%)

N — n° de individuos / lle/lle — homozigoto isoleucina / Ile/Val — heterozigoto / Val/Val — homozigoto valina /

M — sexo masculino / F — sexo feminino
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TABELA 7

DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO GENE CYP2E1 EM RELACAO AO SEXO DOS INDIVIDUOS

SEXO GENOTIPO CYP2EL
Rsal +/+ Rsal +/- Rsal-/-  Pstl+/+  Pstl +/- Pstl -/-
Casos M (N=80) 63 17 0 0 4 76
(N=100) (78,8%) (21,2%)  (0%) (0%) (50%)  (95,0%)
F (N=20) 12 8 0 0 4 16
(60,0%)  (40,0%)  (0%) (0%)  (20,0%)  (80,0%)
Controles M (N=75) 32 42 1 0 4 71
(N=100) (42,7%)  (56%)  (1,3%) (0%) (53%)  (94,7%)
F (N=25) 9 16 0 0 4 21
(36,0%)  (64,0%)  (0%) (0%)  (16,0%)  (84,0%)
SEXO ~ TABELAB GENOTIPO GSTM1
0/0 0/+ ou +/+
Casos (N=100) M (N=80) 53 (66,3%) 27 (33,7%)
F (n=20) 8 (40,0%) 12 (60,0%)
Controles (N=100) M (n=75) 38 (50,7%) 37 (49,3%)
F (n=25) 10 (40,0%) 15 (60,0%)

N — n° de individuos / 0/0 — homozigoto GSTM1 nulo / 0/+ -

gene GSTM1 /M — sexo masculino / F — sexo feminino

Sexo masculino — %%=6,408 / p=0,018 / odds ratio O.R.=2,53

heterozigoto / +/+ - homozigoto para a presenca do
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TABELA 9

DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO GSTT1 EM RELACAO AO SEXO DOS INDIVIDUOS

SEXO GENOTIPO GSTT1
0/0 0/+ ou +/+
Casos (N=100) M (N=80) 66 (82,5%) 14 (17,5%)
F (N=20) 14 (70,0%) 6 (30,0%)
Controles (N=100) M (N=75) 32 (42,7%) 43 (57,3%)
F (N=25) 7 (28,0%) 18 (72,0%)

N — n° de individuos / 0/0 — homozigoto GSTT1 nulo / 0/+ - heterozigoto / +/+ - homozigoto para a presenga do
gene GSTT1 / M — sexo masculino / F — sexo feminino; Sexo masculino — x?=22,834 / p=0,0000 / odds ratio

0O.R.=6,22

As TaB. 9, 10, 11 e 12 mostram a prevaléncia dos gendtipos relativos aos
polimorfismos dos genes estudados apés estratificacdo dos individuos do grupo caso segundo
a localizacdo do tumor. N&o houve relacdo entre os polimorfismos dos genes CYP1Al e
CYP2EL1 e susceptibilidade ao cancer bucal em qualquer localizacdo na cavidade bucal. Em
relacdo as delecdes dos genes GSTM1 e GSTT1, os resultados foram estatisticamente
significativos. Individuos com o gendtipo GSTM1 nulo tém maior risco para desenvolver
carcinoma epidermoide de assoalho bucal (O.R.=3.67) e aqueles com genoétipo GSTT1 nulo

tambem tém maior susceptibilidade para cancer de assoalho bucal (O.R.=13,82).
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TABELA 10

DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO CYP1A1 EM RELACAO A LOCALIZAGAO DO TUMOR

GENOTIPO CYP1AlL

lle/lle (A/A) lle/Val (A/G) Val/Val (G/G)
Controles (N=100) 30 63 7
Casos (N=100)
Assoalho (N=32) 14 (43,7%) 14 (43,7%) 4 (12,6%)
Lingua (N=31) 11 (35,5%) 20 (64,5%) 0 (0%)
Rebordo alveolar 5 (41,7%) 7 (58,3%) 0 (0%)
(N=12)
Palato (N=10) 5 (50,0%) 4 (40,0%) 1 (10,0%)
Trigono Retromolar 5 (41,7%) 7 (58,3%) 0 (0,0%)
(N=12)
Mucosa Jugal (N=3) 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0 (0,0%)

N — n° de individuos / lle/lle — homozigoto isoleucina / Ile/Val — heterozigoto / Val/Val — homozigoto valina



TABELA 1L

GENOTIPOS GSTM1 ODpDs RATIO (OR)

0/0 0/+ ou +/+ -

Controles (N=82) 40 (48,7%) 42 (51,3%) -

Casos (N=70) -
Assoalho (N=18) 14 (77,8%) 4 (22,2%) 3,67
Lingua (N=23) 14 (61,0%) 9 (39,0%) n.s.
Gengiva (N=11) 5 (45,5%) 6 (54,5%) n.s.
Palato (N=8) 5 (62,5%) 3 (37,5%) n.s.
Trigono Retromolar 6 (85,7%) 1 (14,3%) n.s.

(N=7)

Mucosa Jugal (N=3) 2 (66,6%) 1 (33,4%) n.s.

N — n° de individuos / 0/0 — homozigoto GSTM1 nulo / 0/+ - heterozigoto / +/+ - homozigoto para a presenga do
gene GSTML1/ n.s. — ndo significativo

Assoalho — %°=4,996 / p=0,04
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DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO GSTT1 EM RELACAO A LOCALIZACAO DO TUMOR

TABELA 12

GENOTIPOS GSTT1 ODDS RATIO

0/0 0/+ ou +/+ -

Controles (N=100) 47 53 -

Casos (N=100) -
Assoalho (N=32) 22 (68,7%) 10 (31,3%) 2,48
Lingua (N=31) 19 (61,3%) 12 (38,7%) n.s.
Gengiva (N=11) 9 (81,8%) 2 (18,1%) 6,22
Palato (N=10) 7 (70,0%) 3 (30,0%) n.s.
Trigono Retromolar (N=12) 10 (83,3%) 2 (16,7%) 6,91
Mucosa Jugal (N=3) 3 (100,0%) 0 (0,0%) n.s.

N — n° de individuos / 0/0 — homozigoto GSTT1 nulo / 0/+ - heterozigoto / +/+ - homozigoto para a presenga dos

genes GSTT1/ n.s. — ndo significativo
Assoalho — %°=16,610 / p=0,0000

Lingua - %2=14,250 / p=0,0002

Este trabalho também comparou os grupos de individuos estudados em relacdo aos
diversos gendtipos de maneira combinada, ou seja, considerando-se dois ou mais genes
diferentes. Os resultados nos mostram valores estatisticamente significativos, nos quais
individuos com genotipo GSTT1 e GSTM1 nulos tém risco 15 (quinze) vezes maior
(0.R.=15,23) para o carcinoma epidermoide de boca, comparando-se com individuos que néo

apresentam a delecdo em GSTT1 e GSTML1 (positivos para os genes) (TAB.13). Naqueles com
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gendtipo GSTT1 nulo e GSTM1 positivo o0 risco é aproximadamente 6 vezes maior
(O.R.=6,18) (TAB. 14). N&o houve resultados estatisticamente significativos quando
comparamos individuos GSTT1 positivos e GSTM1 nulos com individuos positivos para 0s
dois genes (TAB.15)

TABELA 13

FREOUENCIAS DOS GENOTIPOS COMBINADOS DOS GENES GSTM1 EGSTT1

GENOTIPO GSTT1/GSTM1

nulo/nulo positivo/positivo
Casos (N=72) 44 4
Controles (N=71) 13 18
N — n° de individuos
x?=23,184 / p=0,0000 / O.R.=15,23
TABELA 14

GENOTIPO GSTT1/GSTM1

nulo/positivo positivo/positivo
Casos (N=72) 22 4
Controles (N=71) 16 18

N — n° de individuos
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TABELA 15

GENOTIPO GSTT1/GSTM1

positivo/nulo positivo/positivo
Casos (N=72) 2 4
Controles (N=71) 24 18

N — n° de individuos

Restiltadns ndn sinnificativos — n>0.05

Foram realizadas também analises combinadas dos polimorfismos dos genes GSTM1
versus CYP1A1, GSTM1 versus CYP2E1, GSTT1 versus CYP1Al e GSTT1 versus CYP2E1.

Os resultados ndo foram estatisticamente significativos.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O consumo de tabaco é um fator de risco importante para o carcinoma de células
escamosas de boca (CCEB), uma vez que contem Varios compostos carcinogénicos ou pré-
carcinogénicos. Estas substancias ditas xenobioticas sdo metabolizadas por varios grupos
enzimaticos e a susceptibilidade genética ao cancer pode ser avaliada por varia¢des individuais
no grau de expressdo e atividade destas enzimas, devido a existéncia de polimorfismos nos
genes que codificam tais enzimas (OUDE-OPHUIS et al., 1998). A identificacdo desses
polimorfismos em estudos de epidemiologia molecular do tipo caso-controle permite a
formulacdo de hipdteses que procuram explicar o alto grau de variabilidade individual na
susceptibilidade ao cancer (GARTE et al., 2001). Os polimorfismos genéticos relacionados as
enzimas responsaveis pelo metabolismo dos agentes quimicos exdgenos podem ser
considerados fatores de risco importantes ao desenvolvimento do cancer, particularmente
guando os estudos analisam polimorfismos em varios genes funcionalmente associados
(KNUDSEN et al., 2001).

Alguns autores questionam o poder estatistico de trabalhos que descrevem os gendétipos
relacionados a polimorfismos genéticos sem os relacionar com a avaliacdo da atividade
enzimatica (KRONIG-GREGER et al., 2004). TAIOLI et al. (2004) afirmam que os estudos
do tipo caso-controle tém poder estatistico suficiente para determinar se existe associacdo
entre um polimorfismo genético e uma determinada doenga.

O padréo de expressao das enzimas dos sistemas CYP450 e GST nos diferentes tecidos
humanos é variavel (PACIFICI et al., 1986) e pode ser influenciado pela presenca dos

respectivos substratos (CARO & CEDERBAUM et al., 2004). Embora o principal sitio de
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expressao e atividade das enzimas de fase | e fase Il abordadas neste estudo seja o figado,
tecidos extra-hepaticos também apresentam expressdo e atividade significativas destas
enzimas (VONDRACEK et al., 2001). As celulas da mucosa bucal apresentam expressdo e
atividade das enzimas CYP1Al e CYP2E1 (VONDRACEK et al., 2001) e, em relacdo as
glutationas S-transferases GSTM1 e GSTT1, os estudos demonstram niveis baixos de
expressao na mucosa bucal normal (CHEN et al., 1995) e niveis mais elevados nas glandulas
salivares (CORRIGAL & KIRSCH, 1988). Os metabolitos gerados pelas enzimas CYP450 no
figado e que ndo sofreram a atividade das glutationas S-transferases podem ser transportados,
via circulacao sistémica, aos diversos tecidos do organismo (ALEXANDROV et al., 2002).

Neste trabalho investigamos a associacdo entre os polimorfismos dos genes CYP1A1,
CYP2E1, GSTM1 e GSTTL1 e o risco para o desenvolvimento do CCEB em uma populagédo
brasileira.

A determinacdo dos polimorfismos dos genes estudados foi realizada através da reagédo
de PCR e por digestdo com enzimas de restricdo. A técnica de PCR estd sujeita a
contaminacéo e consequente resultado falso-positivo (CLEWLEY, 1995). Uma fonte comum
de contaminacdo sdo os produtos de reacGes de amplificacbes anteriores. Uma mistura da
reacdo de PCR completa pode conter até 10 fragmentos amplificados, sendo que qualquer
volume, como o de goticulas de aerosol de uma ponteira de pipeta, pode conter um grande
numero de moléculas amplificaveis. Em qualquer experimento com PCR é essencial a
utilizacdo sistematica dos os controles negativos (WATSON et al., 1997).

A eficiéncia das reacBes com endonucleases de restricio depende de algumas

condicdes da reagcdo como temperatura, pH, concentracdo de sais e pureza do DNA utilizado.
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A atividade da enzima pode ser inibida pela presenca de contaminantes na amostra de DNA
(proteinas, etanol, EDTA, entre outros) (SMITH et al., 1976). Visando minimizar este
problema, nossas reacdes de digestdo foram realizadas utilizando tampdes adequados
fornecidos pelo fabricante e o tempo de incubacdo foi de quatro horas para permitir maior
atividade enzimaética.

O DNA genbmico dos individuos foi extraido a partir de células de mucosa
clinicamente normal. TONG et al. (2000) e MARSHALL et al. (2000) contestaram 0 uso de
DNA extraido a partir de amostras do tumor para analise de polimorfismos, sugerindo que 0s
resultados podem ser incorretos. Uma fonte de desvio importante seria a analise de DNA
derivado de espécime tumoral, uma vez que a possivel presenca de mutacGes somaticas
mascararia o gen6tipo correto do individuo. E importante salientar que a mucosa clinicamente
normal pode apresentar alteracdes moleculares precoces e que o raspado desta mucosa pode
eventualmente coletar celulas neoplasicas descamadas do tumor. LE MARCHAND et al.
(2001) concluiram que protocolos de purificacdo de células bucais através de bochechos séo
eficientes na obtencdo de DNA gendmico em quantidade e qualidade suficientes para
avaliacdes envolvendo reacdes de PCR e PCR-RLFP.

Os resultados obtidos em relacdo ao polimorfismo do gene CYP1A1 revelaram néo
haver diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias das variantes polimorficas,
sobretudo a CYP1A1*#@ entre os grupos caso e controle. O estudo das frequéncias alélicas
para este gene também ndo demonstrou resultados significativos. A possivel relacdo entre o
polimorfismo no exon 7 do CYP1Al e o risco ao CCEB também ndo foi confirmada por

KATOH et al. (1999) e HAHN et al. (2002). Ja SATO et al. (2000), SREELEKHA et al.
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(2001) e KAO et al. (2002) concluiram que o genétipo CYP1A1 Val/Val constitui um fator de
risco para o0 CCEB. Alguns autores defendem a hipotese na qual a enzima CYP1AL1 contendo
valina na posicdo 462 (CYP1A1%2V¥) apresenta aumento da atividade enzimaética, gerando
maior quantidade de compostos tdxicos e, consequentemente, aumentando 0 risco ao
desenvolvimento de tumores relacionados ao consumo de tabaco (KAWAJIRI et al., 1993;
ZHANG et al., 1996; MOONEY et al., 1997). Entretanto, PERSSON et al. (1997) estudaram
as propriedades cataliticas das variantes polimérficas do CYP1A1 (lle/\Val) e concluiram que
as duas formas enzimaticas ndo diferem nas suas propriedades conformacionais e funcionais.
Segundo os autores, os aminodcidos valina e isoleucina sdo altamente hidrofobicos e
estruturalmente similares. A comprovacao da associacdo entre o polimorfismo no exon 7 do
gene CYP1A1 e a susceptibilidade ao cancer depende ainda da elucidacdo das consequéncias
funcionais deste polimorfismo.

O nosso estudo também avaliou a frequéncia dos genoétipos do gene CYP2EL e a
frequéncia alélica deste gene. Os resultados mostraram que ndo houve associagdo entre 0s
polimorfismos do gene CYP2E1 e o desenvolvimento do CCEB. LIU et al. (2001) avaliaram
0 papel destes polimorfismos no risco ao CCEB e também ndo confirmaram tal associacéo.
Entretanto, HUNG et al. (1997) observaram que individuos com o gendtipo Rsal-/ Pstl+
podem apresentar risco aumentado para 0 CCEB. Em nosso estudo, nenhum individuo do
grupo caso apresentou o genotipo raro Rsal-/ Pstl + ao qual alguns autores atribuem maior
risco para o cancer. Nossos resultados demonstraram também que o alelo Rsal- foi mais
frequente no grupo controle, contrariando a hipotese da possivel relagdo entre a presenca deste

alelo com o risco aos tumores relacionados ao tabagismo (WATANABE et al., 1994). A
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discrepancia entre os resultados obtidos neste estudo com relacdo aos genes CYP1Al e
CYP2EL e as conclusdes obtidas por outros autores como HUNG et al., 1997, SATO et al.,
2000 e SREELEKHA et al., 2001) podem estar relacionadas a varios fatores como niveis de
exposicdo ao tabaco, tamanho da amostra, critérios utilizados na selecdo dos controles e
diferencas étnicas.

Os resultados dos estudos que relacionam os genotipos GSTM1 com a susceptibilidade
ao cancer sdo conflitantes. A associacdo entre o polimorfismo do gene GSTM1 e a
susceptibilidade ao CCEB ¢é sugerida por alguns estudos (SREELEKHA et al., 2001,
NOMURA et al., 2000) e foi confirmada por nossos resultados nos quais individuos fumantes
com gendétipo GSTM1 nulo tém maior chance de desenvolver o CCEB. Outros autores, no
entanto, ndo confirmaram esta hipotese (MATTHIAS et al., 1998; OUDE-OPHUIS et al.,
1998; PARK et al., 1997; AMADOR et al., 2002).

VAURY et al. (1995), ROJAS et al. (1998) e WARHOLM et al. (1998) hipotetizaram
uma possivel associacdo entre 0 gen6tipo GSTM1 nulo e uma maior atividade transcricional
para o gene CYP1Al. Individuos com gendtipo GSTM1 nulo e CYP1A1%?"® teriam maior
susceptibilidade ao cancer. SATO et al., (2000) afirmaram que o genétipo combinado GSTM1
nulo e CYP1A1%?V® acentua o risco a0 CCEB. Nosso estudo no avaliou tal associacdo. Para
a analise combinada de polimorfismos envolvendo dois ou mais genes, Seria necessario
aumentar o nimero de amostras.

Em relacdo a analise dos gendtipos GSTM1 realizada neste estudo, os individuos
homozigotos para a presenca do gene GSTM1 (+/+) e os individuos heterozigotos (+/0) foram

considerados do mesmo grupo. A atividade enzimatica da GSTM1 no sangue néo se associa
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com a concentracdo da enzima e ndo é maior em individuos GSTM1+/+ em comparagcdo com
individuos GSTM1 +/-, 0 que justifica a colocacdo de individuos GSTM1 +/+ e +/- no mesmo
grupo (KRONIG-GREGER, 2004).

Os resultados relativos ao polimorfismo do gene GSTT1 sugerem que a deficiéncia de
GSTT1 pode ser fator de risco para o CCEB na populacdo estudada. Esta relacdo é
comprovada por alguns estudos (TRIZNA et al., 1995; JOURENKOVA-MIRONOVA et al.,
1999; SREELEKHA et al., 2001; AMADOR et al., 2002) e contestada por outros (OUDE-
OPHUIS et al., 1998; GRONAU et al., 2003a; GRONAU et al., 2003b).

Em nosso estudo, quando estratificamos 0s grupos por sexo, observamos que nao
houve associacdo entre os polimorfismos dos genes CYP1Al, CYP2E1l e GSTM1 com o
CCEB. Com relacdo ao gene GSTT1, os homens e as mulheres com gendtipo nulo, quando
analisados separadamente, apresentaram risco aumentado. EVANS et al. (2004) também
observaram risco elevado para as mulheres com genétipo GSTT1 nulo. A incidéncia do CCEB
em populagBes brasileiras é maior no sexo masculino (SOUZA et al., 1996; ARAUJO FILHO
et al., 1998; GERVASIO et al., 2001), entretanto as frequéncias dos gendtipos dos genes
GSTT1 e GSTM1 ndo seguem um padrdo relacionado ao género dos individuos (ROSSINI et
al., 2002; GASPAR et al., 2004).

Neste estudo, quando o grupo caso foi estratificado de acordo com a localizagdo do
tumor, observamos associacdo significativa entre o genétipo GSTM1 nulo e o risco para o
desenvolvimento de CCEB, sobretudo naqueles individuos com tumores localizados no
assoalho bucal. Esta mesma associacdo também foi observada para o genotipo GSTT1 nulo

nos casos localizados principalmente em assoalho bucal e trigono retromolar. NOMURA et al.
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(2000) observaram associacdo entre o polimorfismo do GSTM1 e o sitio do tumor e
concluiram que a deficiéncia da enzima GSTML1 se relaciona ao risco de desenvolvimento do
CCEB nos individuos com tais lesbes em assoalho bucal, gengiva e lingua. O assoalho de boca
e a lingua estdo entre os sitios de maior incidéncia do CCEB (SAPP et al., 1997).

A prevaléncia das variantes polimdrficas dos genes estudados na nossa populacédo
controle seguiram frequéncias semelhantes as encontradas em diferentes populacdes. Para os
genes CYP1Al e CYP2EL os valores foram semelhantes aos encontrados em populagdes
caucasianas. A incidéncia da delecdo envolvendo GSTM1 encontrada neste estudo (47,0%) foi
semelhante aquelas encontradas em outros estudos envolvendo populagdes brasileiras (40, 2%
e 42,0%) (ROSSINI et al., 2002; AMORIN et al., 2002). Em relacdo ao gene GSTT1, 0s
padrdes encontrados neste estudo (41,0% dos controles com genétipo GSTT1 nulo) foram
similares aos asiaticos (35,0 a 52,0%). Em populacGes brasileiras, os valores variam entre
19,0 e 25,0% (ROSSINI et al., 2002; AMORIN et al., 2002). A populacdo brasileira apresenta
alto grau de heterogeneidade devido a ampla miscigenacdo entre populacdes européias,
africanas e indigenas (PARRA et al., 2003).

A interpretacdo dos resultados obtidos em estudos envolvendo epidemiologia
molecular ¢ desafiadora e envolve a elucidacao de duas questdes basicas: “a associacdo ¢
real?”, “os resultados serdo uteis?”. Resultados estatisticamente significativos sao
considerados reais, embora ndo sejam facilmente repetidos em outros estudos (MCCARTHY
& HILFIKER, 2000).

A confiabilidade dos estudos em epidemiologia molecular depende de alguns pontos

criticos como a definicdo correta da populacdo a ser estudada, dos dados a serem coletados, a
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utilizacdo de critérios corretos na escolha do grupo controle, o tamanho da amostra e os fatores
relacionados a etnia. A auséncia de resultados positivos para alguns dos polimorfismos
estudados em nossa pesquisa pode ser explicada por fatores relacionados ao tamanho da
amostra, localizacdo geografica e etnia. Vale ressaltar também que nossos resultados referem-
se a um tipo especifico de cancer originado num tecido especifico e em determinada
populacdo. Portanto, o fato de ndo termos encontrado resultados estatisticamente significativos
para alguns dos parametros avaliados ndo exclui totalmente a existéncia das associacfes
propostas pela literatura.

Concluindo, o nosso estudo demonstra que polimorfismos de genes da fase Il de
metabolizacdo de carcindgenos, como 0 GSTM1 e o GSTT1, estdo associados a um maior risco
para o desenvolvimento do CCEB na populacdo brasileira. Estes dados podem ser Gteis no
futuro para a identificacdo de grupos de individuos susceptiveis a doenca e poderdo servir de

base para novas abordagens de prevencdo do CCEB.
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6. CONCLUSOES

Com base em nossos resultados podemos concluir que, na populacgéo estudada:

- N&o foi observada associacdo entre os polimorfismos dos genes CYP1Al e
CYP2EL e o risco para o desenvolvimento do carcinoma de células escamosas de
boca (CCEB);

- Existe associacdo entre os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 e o CCEB,
ou seja, a delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1 constituem fatores de risco para o
CCEB;

- Quando se considerou o sexo dos individuos na avaliacdo da associacdo entre 0s
polimorfismos do gene GSTT1 e o CCEB, os resultados mostraram maior risco
isolado para ambos 0s sexos;

- A associacdo entre 0s genoétipos nulos para os genes GSTM1 e GSTT1 e o risco
para 0 desenvolvimento do CCEB foi mais significativo para os tumores

localizados em assoalho bucal e trigono retromolar.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMACAO, CONFORME OS ARTIGOS 10 E 11 DA RESOLUGCAO

196 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE DE 10 DE OUTUBRO DE 1996

INFORMAGOES AO PACIENTE

Meu nome € Sérgio Neves Drummond, Cirurgido-Dentista, CRO-MG 21706. Sou
aluno do curso de Doutorado em Farmacologia Bioquimica e Molecular — ICB UFMG,
orientado pelo Prof. Luiz Armando De Marco e sou responsavel pela pesquisa intitulada
“Associacdo entre os polimorfismos dos genes CYP1Al, CYP2E1l, GSTM1, GSTT1l e o
carcinoma de células escamosas de boca”.

O objetivo deste trabalho é aumentar os conhecimentos a respeito do carcinoma de
boca, especialmente alteracdes relacionadas ao seu DNA. Estas alteragdes podem o tornar
mais susceptivel a desenvolver a doenca.

O DNA esta presente dentro das células. As células sdo uma das menores partes do
nosso corpo. O DNA é responsavel pela formagéo e desenvolvimento de todas as estruturas do
nosso corpo (por exemplo, dentes, pele, cabelo, 0ssos, etc).

Para que entdo possamos estudar seu DNA, necessitaremos raspar seu tecido bucal

(labio ou bochecha) para se obter células e, a partir dai, obter seu DNA. Esta raspagem sera
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realizada com uma espatula plastica devidamente esterilizada, ndo causara dor, ndo causara
agravamento das suas lesdes nem faz parte do tratamento desta doenca.

Vocé tera o direito de desistir de participar desta pesquisa a qualquer momento, sem
nenhum prejuizo a voceé.

Os resultados obtidos apds a conclusdo deste trabalho serdo publicados em veiculos
cientificos, respeitando sempre seu direito de ndo identificacéo.

Se houver alguma davida a respeito deste trabalho, vocé poderd se comunicar comigo
pelo telefone (31) 32823779, a qualquer momento, mesmo apds a conclusdo da pesquisa.

Vocé poderd também ligar para o COEP (Tel. 31- 32489364), para obter o0s

esclarecimentos necessarios.
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Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, , declaro que concordo em participar

desta pesquisa, ndo sendo responsavel por nenhum tipo de despesa relacionada ao
desenvolvimento deste trabalho, e que ndo receberei qualquer pagamento pela participacédo
neste estudo.

Declaro também que ndo houve nenhum tipo de pressdo para eu contribuir com esta
pesquisa, que fui suficientemente informado a respeito dos objetivos deste trabalho e da

maneira pela qual sera realizada a coleta do material.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente ou responsavel:

Identidade:

Assinatura do responsavel pela pesquisa:
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ANEXO B

FICHA CLINICA — GRUPO CASO

1. Nome:

2. Data de nascimento: _/ [/ Cor:

3. Filiacg&o:

4. Enderego:

5. Profissao:

6. Habitos:

Tabagismo

Cddigo:

Sexo:
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10.

11.

12.

13.

- Tipo:

- Freqléncia diaria:

- Duracéo:

Etilismo

- Tipo:

- Freqléncia diaria:

- Duracéo:

Localizacao da lesdo:

Tempo de evolucao:

Diagndstico histopatoldgico:

Tratamento instituido:

Local da coleta:

Prontudrio n°;

Data:
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Anexo C

FICHA CLINICA — GRUPO CONTROLE

Nome: Sexo:
Datanasc.. [/ [ Cor:
Habitos
Fumao:
Tipo:

Quantidade diaria:

Duragdo do habito:

Bebida alcodlica

Tipo:

Quantidade diéria:

Duracéo do héabito:

Local da coleta:

Data:

Cadigo:
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Anexo D

Solucao de Krebs

— Utilizada no armazenamento das células obtidas do raspado da mucosa bucal

dos pacientes.

- NaCl 20% 3,50ml
- KCI 2% 1,70ml
- CaCl,2H,0 2% 1,76ml
- MgS0,7H;0 2% 1,45ml
- KH,PO42% 1,00ml
- NaHCO32% 10,00ml
- CeH1206 0,209

- Eserina 10°M iml
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Anexo E

SOLUCOES UTILIZADAS NA EXTRACAO DO DNA

SiLIcA
- Si0, 609

- H,O g.s.p. 500ml

Preparo da silica

- Ressuspender em cilindro graduado ®=5cm; H=27,5cm (col. H,0);

- Sedimentar por 24hs;

- Descartar o sobrenadante e adicionar H,O g.s.p. 500ml. Ressuspender o sedimento;
- Deixar a temperatura ambiente por 5 hs. Em seguida descartar o sobrenadante;

- Adicionar a suspensdo 600ul de HCL para ajustar o pH para 2.0;

- Aliquotar e autoclavar. A suspensao € estavel por no minimo 6 meses.

TAMPAO DE LISE (L6)

- GuHCI 979
- TrisHCI0,AM pH 6.4 100ml
- EDTAO0,2M pH 8.0 22ml
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- Triton X-100 2,45ml

TAMPAO DE LAVAGEM (L2)

- GuHCI 97¢g

- TrisHCI0,1M pH 6.4 100ml

Os tampdes de lise e lavagem devem ser estocados ao abrigo da luz, por no maximo 15 dias.

Etanol 70%

- Medir o volume de etanol absoluto de acordo com o volume final;

- Completar com agua destilada;

- Homogeneizar;

- Conservar a temperatura ambiente, 4°C ou 20°C, dependendo da utilizacao.

Acetona 100%

- Qualidade compativel com os processos de Biologia Molecular

Tampao TE

- Preparar as seguintes solugdes:
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o TrisHCI 1M pH 8.0

o EDTAO0,5M pH 8.0

Unir em um unico recipiente as solucbes preparadas, nas seguintes concentracoes,
de acordo com o volume final a ser preparado:

o Tris HCL 10mM pH 8.0

o EDTA 1ImM pH 8.0

Completar o volume final com agua milli-Q;

Homogeneizar;

Autoclavar;

Conservar a temperatura ambiente.
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Anexo F

Solucdes utilizadas na eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5% e 8,0%

Acrilamida 30%

Para cada 100mL de solucao:

- Acrilamida 299

- Bis-acrilamida 19

- H),O g.s.p. 100ml
TBE 20X

— Tris 1219

— Acido bérico 61,79

- EDTA 7,449

- Hx0q.s.p. 1000ml
TBE 10X

- TBE 20X 500ml

- H20 g.s.p. 1000ml
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TBE 1X

- TBES50X 50mi

- HxOq.s.p. 1000ml

Confeccao do gel de poliacrilamida

- Lavar as placas de vidro com éter, alcool isopropilico e alcool 70%;

- Adicionar em um Béquer;

o Acrilamida 30% 1,079ml
o TBE 10X 0,65ml
o Agua destilada 3,22ml
o TEMED 4,00ul
o APS 40,00ul
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ANEXO G

Soluc¢des utilizadas na coloracao do gel de poliacrilamida pela Prata

Solucao de Prata

- NITRATO DE PRATA 40% 4,00ML
- FORMALDEIDO 37% 75uL
- AGUA DESTILADA Q.S.P. 50ML

Soluc¢ao Reveladora

- CARBONATO DE SODIO 1,5G
- FORMALDEIDO 37% 75uL
- Tiossulfato de Sodio 20ul
- Agua destilada g.s.p. 50ml

Acido Acético 10%
Para cada 5l de solucéo
— Acido acético glacial 500ml

— H20 destilada g.s.p. 51
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Anexo H

Solugodes utilizadas na reacao de PCR

- Agua para PCR
- Desoxinucleotideos tri-fosfato
- Tampéo Taq
o MgCl; 1,5mM
o NaCl 40mM
o Tris HCI 10mM pH 8.4
o Triton X-100 0,1%
- Enzima Taq polimerase

- Iniciadores

Solucdes utilizadas na analise de restricao

- Agua (a mesma utilizada nas reacdes de PCR)
- Tampao Buffer C

o Tris HCI 100mM

o NaCl 500mM

o DTT 10mM
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- Tampao Buffer H

@)

Tris HCI 900mM
NaCl 500mM
MgCl, 100mM

DTT 10mM
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KEYWORDS Summary Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is related to tobacco use and alco-
Oral squamous cells hol consumption and the individual susceptibility for development of this tumor has

carcinoma; been associated with xenobiotic-metabolizing enzymes polymorphisms. Glutathione
Polymorphism; S-transferase Theta-1 (GSTT1) is a phase Il metabolic enzyme that catalyzes detox-
GSTT1 ification reactions of carcinogenic compounds. A genetic polymorphism of the

GSTT1 gene is characterized by a complete gene deletion and consequent absence
of the enzyme. The null genotype (gene deleted) of GSTT1 has a decreased capacity
in detoxifying carcinogens present in tobacco smoke, leading the formation of DNA-
adducts and DNA damage. The purpose of the present study was to evaluate the
association between GSTT1 polymorphism and risk for OSCC development in a Bra-
zilian population. We investigated the GSTT1 polymorphism in 87 patients with OSCC
and 81 age-sex matched controls. The genotypes were studied by PCR-based meth-
ods. Individuals homozygous for the wild type GSTT1 (+/+) and heterozygous (+/0)
were grouped together. The prevalence of GSTT1 deficiency (null) was significantly
higher in the group with OSSC patients with oral cancer of the floor of the mouth.
The results suggest that GSTT1 polymorphism increases the risk for OSCC develop-
ment.

© 2005 Published by Elsevier Ltd.

" Corresponding author. Tel.: +55 31 34992717; fax: +55 31
34992983.
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Introduction

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) results
from a combination of environmental factors such
as tobacco use and alcohol consumption and genet-
ic damage resulting in the accumulation of DNA
alterations involving key cellular genes. These
changes generate genetic instability that can result
in an uncontrolled cellular growth." It is recognized
that individual variability related to the capacity of
metabolizing xenobiotic substances may influence
the susceptibility for the development of esopha-
geal adenocarcinomas.? Indeed, it has been sug-
gested that genetic polymorphisms are able to
affect the risk of a wide range of cancers.>”” The
environment-gene relationship in carcinogenesis is
associated with phase | and phase Il metabolic en-
zymes that are involved in the metabolism of car-
cinogens. Since xenobiotic substances metabolism
can affect the potency of most carcinogens by acti-
vating or detoxifying them, carcinogen-metaboliz-
ing enzyme polymorphisms have an important
role in susceptibility to such xenobiotic-related
cancers.*

Human glutathione S-transferase class Theta-1
(GSTT1) is a phase Il enzyme that catalyzes the
conjugation of glutathione to a broad variety of
carcinogenic compounds, resulting in increased
water solubility allowing excretion of carcinogenic
metabolites formed during phase | reactions.® The
first evidence of the existence of a human GSTT1
came from the purification of a distinct protein®
and the cloning of a cDNA encoding human GSTT1
gene.'® The GSTT1 gene is characterized by a ge-
netic polymorphism causing a complete gene dele-
tion and consequent absence of the enzyme.'® The
null genotype (gene deleted) of GSTT1 has a de-
creased capacity in detoxifying carcinogens pres-
ent in tobacco smoke,! leading to the formation
of DNA-adducts and DNA damage."" The frequen-
cies of the null genotype have been determined
in different human populations, varying from
0.197 in Caucasians to 0.47 in Asians.'?

The association of GSTT1 polymorphism and risk
for oral squamous cell carcinoma has been studied
and the results are inconsistent. Positive associa-
tion between GSTT1 deletion and oral cancer risk
was observed in different populations with odds
ratio ranging from 1.47 to 3.3."3~'> However,
other studies did not establish a positive correla-
tion."'®17 Therefore, we aimed to determine
the frequencies of GSTT1 genotypes in a case-con-
trol study in a population comprised of heavy
smokers and evaluated the association between

GSTT1 deletion and the risk for squamous cell
carcinoma.

Materials and methods

Human subjects

The study included 87 patients (mean age
55.7 yr; range 40—84 yr) with histological diagnosis
of oral squamous cell carcinoma (OSCC) and 81
age- and sex-matched control subjects (mean age
51.8 yr; range 34—86 yr) of the same geographical
region as well as socio-economic status. No patient
had had previous chemotherapy and/or radiation
therapy. All subjects in both groups had smoked
at least 10 cigarettes/day over a 20yr period.
There were 76 males (87.3%) and 11 females
(12.7%) in the OSCC group. Ethnicity was not used
to define this population because of the established
hazards of judging Brazilians by color, race and
geographical origin.'®

Oral swabs were obtained from all subjects using
sterile plastic tips and samples were stored in micro-
centrifuge tubes containing 150 pl of Krebs Buffer
(NaCl 20%, KCl 2%, CaCl,2H,0 2%, MgS04, CgH120¢)
and immediately frozen at —20 °C. The specimens
from patients with carcinoma were obtained from
the lesion’s contra-lateral mucosa. All participants
signed an informed consent term and the study
was approved by the local Ethics Committee.

DNA isolation

The DNA was extracted using standard protocol.
GSTT1 genotyping was carried out by the polymer-
ase chain reaction (PCR) assay as previously de-
scribed.” PCR was performed in a final volume of
25 ul containing 25 ng of genomic DNA, 0.2 mM
dNTPs, 10 mM Tris-HCL, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl,
120 ng of each primer and 1.25 U Taq DNA polymer-
ase. Amplification was performed in a PTC-100—60
thermocycler (MJ Research, Watertown, MA). The
amplification conditions consisted of an initial
denaturing step at 94 °C for 5 min followed by 35
cycles of amplification at 95 °C for 30s, 64 °C for
1 min and 72 °C for 1 min, followed by final elonga-
tion at 72 °C for 5 min. The reaction produced a
450bp product. Amplification of the B-globin gene
was used as an internal control. The amplified
products were visualized by 6.5% polyacrilamide
gel electrophoresis and silver stained. For the null
GSTT1 genotype no amplified product was observed
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(data not shown). The 2 test was used for statisti-
cal analysis and the significance was set at a p va-
lue of <0.05.

Results

The frequencies of the GSTT1 genotypes are
shown in Table 1. Individuals homozygous for the
wild type GSTM1 (+/+) and heterozygous (+/0) were
grouped together. The percentage of cases of null
genotype the OSCC group (83.9%) was statistically
different from the control subjects (42.0%) (Odds
ratio, O.R. =7.20%, 95% Cl = 3.50—14.84, P < 0.05).
The relationship between GSTT1 polymorphism
and oral cancer risk were further evident after seg-
regation by sex. The difference between the preva-
lence of GSTT1 null genotype comparing female
individuals of the case group (81.8%) and of the con-
trol group (25.0%) was statistically significant
(O.R. =13.50%, 95% Cl =2.0—90.69, P <0.05). The
frequency of male patients with OSCC and null for
the GSTT1 genotype (84.2%) was statistically differ-

ent from the male controls (46.2%) (O.R. =6.22%,
95% Cl =2.83—13.65, P <0.05). The frequencies of
GSTT1 deficiency were analyzed after segregation
by oral site of the tumor and the results demon-
strated a strong association for patients with oral
cancer of the floor of the mouth (O.R. =13.82%,
95% Cl = 3.02—63.14, P < 0.05). For other sites such
as tongue, gingiva and retromolar region the results
were also significant (Table 2).

Discussion

Polymorphisms in genes coding for xenobiotic
metabolizing enzymes may influence individual sus-
ceptibility to various types of human cancers.>>~’
Our results suggest a strong relationship between
the GSTT1 polymorphism and an increased risk for
oral cancer development. Previous studies with dif-
ferent populations have also shown this associa-
tion,"">~"> although other studies could not
confirm this positive correlation.'”'®'” The con-
flicting results regarding to GSTT1 polymorphism

Table 1 Glutathione S-transferase (GSTT1) genotypes in oral squamous cells carcinoma patients and controls

GSTT1 genotype p? 0Odds ratio (95% confidence interval)
n 0/0 (%) +/0 or +/+ (%)

Control 81 34 (42.0) 7 (58.0)

Males 65 30 (46.2) 5 (53.8)

Females 16 4 (25.0) 2 (75.0)

Oral cancer 87 73 (83.9) 4 (16.1) 31.89 <0.05 7.20 (3.50—14.84)

Males 76 64 (84.2) 2 (15.8) 22.83 <0.05 6.22 (2.83—13.65)

Females 11 9 (81.8) (18 2) 8.43 <0.05 13.50 (2.00—90.69)

0/0 GSTT1 null; +/0 GSTT1 heterozygous; +/+ GSTT1 wild type homozygous.

2 Versus control.

Table 2 Glutathione S-transferase (GSTT1) genotypes in oral squamous cells carcinoma of different sites of the

oral cavity

GSTT1 genotype X2 p? 0Odds ratio (95% confidence interval)
0/0 (%) +/0 or +/+ (%)

Location

Oral floor 22 20 (90.9) 2 (0.1) 16.61 <0.05 13.82 (3.02—63.14)

Tongue 29 24 (82.8) 5 (17.2) 14.25 <0.05 6.63 (2.29—19.14)

Gingiva 11 9 (81.8) 2 (18.1) 6.18 <0.05 6.22 (1.26—30.64)

Palate 10 7 (70.0) 3 (30.0) 2.82 n.s. —

Retromolar 12 10 (83.3) 2 (16.7) 7.17 <0.05 6.91 (1.42—33.59)

Buccal mucosa 3 3 (100.0) 0 (0) 3.95 n.s. —

n.s., not significant.

0/0 GSTT1 null; +/0 GSTT1 heterozygous; +/+ GSTT1 wild type homozygous.

@ Versus control.
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may be due to several confounding factors includ-
ing the choice of a correct control group, ethnic
variations and technical discrepancies in genotyp-
ing assays. In our study only patients with histolog-
ical diagnosis of squamous cell carcinoma of the
oral cavity were analyzed and the control group
consisted of smokers from the same geographic re-
gion and socio-economic status. Both groups were
also age-sex matched.

We also found a marked association between the
GSTT1 polymorphism and the risk for oral cancer at
specific sites of oral mucosa. In the present study,
the OR increased from 7.20 to 13.82, when the
floor of the mouth was considered, suggesting that
GSTT1 polymorphism is also associated with tumor
development in subsites of the oral cavity. We have
previously demonstrated that a GSTM1 deletion
correlates to an increase in the OR for the presence
of squamous carcinoma of the floor of the mouth
(2.01-3.67)."

The frequency of the null genotype in our
control population (0.392) was higher than other
studies with Brazilian populations (frequencies ob-
served around 0.250).2%2' This may be attributed
to different pattern of expression of the GSTs in
various tissues.?>%* In conclusion our findings dem-
onstrate a positive association between the lack of
GSTT1 enzyme activity and the susceptibility to
oral squamous cell carcinoma. Indeed, this associ-
ation varies in accordance with gender and site of
the tumor. Further studies using a large cohort of
patients are needed to clarify this issue.
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KEYWORDS Summary We investigated the frequency of the GSTM1 genotypes in 70 Brazilian
Oral squamous cell patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC) and 82 age-sex matched controls.
carcinoma; The GSTM1 genotypes were studied by PCR-based methods. The frequency of male
GSTM1; patients with OSCC and null for the GSTM1 (70.5%) was statistically different from the

Polymorphism male patients from the control group (48.5%) (Odds Ratio, OR=2.53, 95% Cl=1.22—5.24,
P<0.05). The frequency of the GSTM1 null genotype (0/0) in the group with OSCC
(65.7%) was statistically different from the controls (48.7%) (OR=2.01, 95% Cl=1.04—
3.88, P<0.05). The prevalence of GSTM1 deficiency (null) was significantly higher for
patients with oral cancer of the floor of the mouth (OR=3.67, 95% Cl=1.11—12.11,

P<0.05). In conclusion, the GSTM1 null genotype may increase the risk for OSCC

development.

© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the
10 most frequent cancers worldwide. In addition to
genetic features, environmental factors also
modulate individual susceptibility to it. Among
environmental causes, it has been shown that
tobacco and alcohol consumption are the most sig-
nificant factors involved in OSCC development.’
Numerous carcinogens present in tobacco are
metabolized by various key enzymes, causing their
metabolic activation or detoxification.? Molecular

* Corresponding author. Tel.: +55-31-34992477; fax: +55-31-
34992472.
E-mail address: rsgomez@ufmg.br (R.S. Gomez).

epidemiologic studies evaluating biomarkers have
provided insights into the study of interindividual
variation in human cancer risk.? Susceptibility to
cancer is determined, at least in part, by the
degree of expression and/or activity of enzymes
involved in carcinogen activation (by phase |
enzymes) or deactivation (by phase Il enzymes). In
a population level, cancer susceptibility can be
influenced by the presence of polymorphisms in
many genes.?

Glutathione S-transferase (GSTs), a phase |l
enzyme, is encoded by five multigene enzyme
groups (nor M, 6 or T, n, « and k) and is related to
detoxification of xenobiotic substances, including
polycyclic aromatic hydrocarbons and tobacco
specific nitrosamines.? This enzyme catalyzes the

1368-8375/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/51368-8375(03)00132-5
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reaction of glutathione with a wide variety of
organic compounds to form thioethers, a reaction
that is sometimes a first step in a detoxification
process leading to mercapturic acid formation.3
GSTu (GSTM) family maps to chromosome 1q13.3
and has a genetic polymorphism leading to com-
plete deletion of the gene, producing a novel
7.4-kb Hindlll fragment with the loss of 10.3- and
11.4-kb Hindlll fragments and subsequent absence
of the gene product. The homozygous GSTM1 null
genotype results in loss of expression of the
GSTM1 enzyme and decreased capacity to detoxify
carcinogens.® The relationship between this poly-
morphism and human cancer has been a matter of
dispute. While some data suggest that it can be a risk
factor for lung, laryngeal, oral and oropharyngeal
tumors 57 others have not confirmed such associ-
ations.” 310 However, several of these reports
included patients with upper aerodigestive tract
cancer or head and neck cancer thus not investi-
gating patients with OSCC only.

Considering that genetic susceptibility to cancer
can be influenced by the localization and histo-
pathological classification of the specific primary
tumor, the aim of the present study was to investi-
gate the association of the GSTM1 null polymorphism
and the risk for OSCC in a Brazilian population.

Subjects and methods
Subjects

In the present report we investigated a cohort of
70 patients (mean age=57.5 years; range 40—84
years) with OSCC and 82 control smoker subjects
(mean age=54.0 years; range 34—86 years) who
attended the Dental Clinics of the School of Den-
tistry. All subjects were unrelated and had smoked
at least 10 cigarettes/day over a 20 years period.
Patients were defined as alcohol drinkers if they
had been drinking a minimum of 1 shot (12.9 g of
43% alcohol/week) over a minimum of 10 years.
Both the experimental and control groups had the
same socio-economic status and were age and
gender matched. There were 61 (87%) males and 9
(13%) females in the patient’s group. Ethnicity was
not established as the hazards of judging Brazilians
by color, race and geographical origin have been
recently demonstrated.

Oral swabs were collected from their oral cav-
ities. Sterile plastic tips were used for oral swabs,
which were immediately placed in Eppendorf micro-
tubes containing 150 pl of Krebs buffer (NaCl 20%, KCl
2%, CaClZZ Hzo 2%, MgSO4, KH2PO4, C6H1206). The
pellet obtained after 10 min of centrifugation at

6600x g was stored at —20 °C until further proces-
sing. All samples from the patients with carcinoma
were obtained from the lesion’s contra-lateral
mucosa. A signed informed consent was obtained
from all participants and the study was approved
by the University Ethics Committee.

DNA extraction

The DNA extraction was carried out as described
by Boom et al.'?

GSTM1 polymorphism analysis

The GSTM1 genotypes were studied by the poly-
merase chain reaction (PCR) as previously descri-
bed.’ Briefly, reactions were done in a final volume
of 25 ul containing 5 pl genomic DNA, 1.5 mM
MgCl,, 50 mM KCL, 10 mM Tris HCL (pH 8.4), 0.1%
Triton X-100, 11.4 pl H,0, 5.0 pl dNTPs and 2.5 U
Taq DNA polymerase. Amplification of -globin was
used as an internal control. Amplification was per-
formed in a PTC-100-60 thermocycler (MJ Research,
Watertown, Massachusetts). The amplification con-
ditions consisted of an initial denaturing step at
94 °C for 5 min followed by 35 cycles of amplifi-
cation at 95 °C for 30 s, 64 °C for 1 min and 72 °C for
1 min, followed by final elongation at 72 °C for 5 min.
Each PCR amplification yields a 220 bp specific pro-
duct which was analyzed in a 6.5% polyacrylamide
gel electrophoresis followed by silver stain.

The y2 test was used for statistical analysis. The
significance was set at a P value of <0.05.

Results

The percentage of subjects with OSCC who were
alcohol drinkers (94.3%) was not statistically dif-
ferent from the control (93.9%). Fig. 1 shows the
bands identifying each individual genotype of a
representative sample. Individuals homozygous for
the wild type GSTM1 (+/+) and heterozygous (+/0)
were grouped together. The frequency of male
patients with OSCC and null for the GSTM1 (0/0)
(70.5%) was statistically different from the male
patients from the control group (48.5%) (Odds
ratio, OR=2.53, 95% Cl=1.22—5.24, P<0.05). The
frequency of female patients in the case group who
were null for the GSTM1 genotype (44.4%) was not
statistically different from the female control
group (50.0%). The allele distribution of the GSTM1
genotypes between cases and controls is shown in
Table 1. The frequency of the GSTM1 null genotype
in the group with OSCC (65.7%) was statistically
different from the controls (48.7%) (OR=2.01, 95%



54

S.N. Drummond et al.

Figure1

Electrophoretic pattern for GSTM1 run in a 6.5% polyacrylamide gel from representative samples analyzed

by PCR-based methods. Lane 1: 100 bp ladder; lanes 2, 5, 6, 7 and 9: individuals GSTM1 wild type homozygous or
heterozygous; lanes 3, 4, 8 and 10: individuals GSTM1 null genotype.

Table 1 Glutathione S-transferase (GSTM1) genotypes in oral squamous cells carcinoma patients and controls
GSTM1 genotype X2 p2 0dds ratio
(95% confidence interval)
n 0/0 (%) +/0 or =+/+ (%)
Control 82 40 (48.7) 42 (51.3)
Oral cancer 70 46 (65.7) 24 (34.3) 4.40 <0.05 2.01 (1.04—3.88)
Location
Oral floor 18 14 (77.8) 4 (22.2) 4.99 <0.05 3.67 (1.11-12.11)
Tongue 23 14 (61) 9 (39) 1.05 n.s. —
Gingiva 11 5 (45.5) 6 (54.5) 0.04 n.s. —
Palate 8 5 (62.5) 3 (37.5) 0.55 n.s. -
Retromolar 7 6 (85.7) 1(14.3) — — —
Buccal mucosa 3 2 (66.6) 1 (33.4) — — —

a Versus control. ns., Not significant. 0/0 GSTM1 null; +/0 GSTM1 heterozygous; +/+ GSTM1 wild type homozygous.

CI=1.04-3.88, P<0.05). The prevalence of GSTM1
deficiency (null) was significantly higher for
patients with oral cancer of the floor of the mouth
(OR=3.67, 95% Cl=1.11—12.11, P<0.05). The OR of
GSTM1 null genotype in retromolar region and
buccal mucosa was not estimated due to the small
number of cases available for investigation.

Discussion

Since exposure to tobacco and alcohol consumption
is involved in oral cancer development, the relation-
ship between genetic polymorphisms of drug-meta-
bolizing enzymes and cancer susceptibility is of
significant interest. Genetic polymorphisms have
been identified for the p, 6 and & GST families, with
GSTM1, GSTM3, GSTT1 and GSTP1 genes possessing

polymorphic alleles that have been associated with
altered levels of GST protein expression.?

The GSTM1 null genotypes (0/0) polymorphism is
the most widely studied and has been linked to
increased susceptibility to head and neck
cancer.”-13-16 However, this association has not
been confirmed by other authors.'”:'8 In the pre-
sent study, a positive association between the
GSTM1 null genotype (0/0) and OSSC was observed.
The discrepancy between our findings and previous
reports that did not find any association between
this polymorphism and oral cancer could be due to
ethnic differences, tumor-site-related effect of the
GSTM1 null genotype or inadequate control group. In
our study only patients with oral cancer and histo-
logical diagnosis of squamous cell carcinoma were
analyzed. In addition, all subjects belonging to
our control group were smokers from the same
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geographic region and socio-economic status as the
patient’s group and were also age-sex matched.
However, one of the several limitations of mole-
cular epidemiologic studies is the vulnerability to
confounding factors.3

The association between GSTM1 and oral cancer
has been investigated by isolated or combined
analysis with other gene markers. A preliminary
study that included a mixed racial cohort showed
that the GSTM1 null genotype was associated with
upper aerodigestive tract cancer (OR=2.37)."3 In
addition, a significant association between pre-
dicted epoxide hydrolase genotype activity, a
genetic polymorphism involved in the metabolic
activation of carcinogens, and orolaryngeal cancer
risk has been reported in Caucasian subjects with
the GSTM1 null (OR=3.5) but not GSTM [+] (OR=0.9)
genotype.'® An interaction between different
CYP1A1 polymorphisms and GSTM1 null genotype and
increased risk for oral cancer was also demonstrated
by different investigators (OR=4.3) "4 (OR=10.2).">

The association between GSTM1 deficiency and
oral cancer has also been linked to the site of the
tumor.' While they showed an OR of 2.5 between
GSTM1 null genotype and oral cancer including all
sites, this value increased to 3.4 in patients with
cancer of the lower gingiva. In the present study,
an increase of the OR of 2.01 to 3.67 was found
when the floor of the mouth was considered; again
suggesting that the GSTM null genotype is particu-
larly associated with tumor development in sub-
sites of the oral cavity.

In conclusion, the present study shows an
increased prevalence of the GSTM1 null genotype
in patients with OSCC particularly male subjects
and those with tumors of the floor of the mouth.
This data indicates that the GSTM1 deletion confers
an increased risk for OSSC.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

