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RESUMO

NISHIMURA, L.S. Polimorfismo PRO198LEU no gene para a enzima antioxidante dependente de selénio
glutationa peroxidase 1 e risco de cancer epidermdide da cavidade oral e orofaringe. 2010. 53f. Dissertacao

(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Faracéuticas — Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2010.

O selénio € um micronutriente essencial que apresenta acdo antioxidante por meio de
selenoproteinas, como a glutationa peroxidase 1 (GPX1). O polimorfismo PRO198LEU no
gene em questdo tem sido relacionado ao aumento do risco para alguns tipos de cancer, como
0 de mama e pulméo. Atualmente, o cancer de cabeca e pescogo € um importante problema de
salde publica no mundo e, inclusive, no Brasil. O objetivo do presente estudo foi avaliar
eventual associacdo entre o polimorfismo GPX1 PRO198LEU e risco de cancer epidermdide
da cavidade oral e orofaringe, bem como possivel interacdo com utilizacdo de tabaco e
ingestdo de &lcool. O genodtipo para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU foi determinado pela
técnica de PCR-RFLP (Reacdo em cadeia da polimerase - Polimorfismo no comprimento
do fragmento de restricdo) e sequenciamento do DNA em 175 pacientes com cancer
epidermoide da cavidade oral e orofaringe (grupo caso) integrantes de parte da casuistica do
Projeto Genoma Clinico do Céancer de Cabeca e Pescoc¢o, e em 203 individuos sem a doenca,
internados nas enfermarias do Hospital Heliopolis (grupo controle). A freqiéncia do alelo de
referéncia e do polimorfico foi de 0,72 e 0,28, respectivamente, em ambos os grupos. A
freqUéncia dos gendtipos encontrou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos caso e
controle. Nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) quanto a distribuicdo do
gendtipo para o polimorfismo GPX1PRO198LEU entre casos (50% PRO/PRO; 43%
PRO/LEU e 7% LEU/LEU) e controles (51% PRO/PRO; 43% PRO/LEU e 6% LEU/LEU),
ndo se verificando associacdo entre esse polimorfismo e risco para o cancer epidermoide da
cavidade oral e orofaringe (Odds ratio = 1,02; 95% IC = 0,68-1,53; p = 0,51; homozigotos
polimorficos e heterozigotos agrupados comparados a homozigotos de referéncia). Além
disso, a utilizagdo de tabaco ou ingestdo de alcool ndo modificou a auséncia de associacao
entre o polimorfismo GPX1 PRO198LEU e o cancer em questdo (Utilizacdo de tabaco maior
que 20 pack years: Odds ratio = 0,94; 95% IC = 0,53-1,70; p = 0,49; Ingestdo de alcool maior
que 80g de etanol/dia: Odds ratio = 0,80; IC = 0,46-1,39; p = 0,26). Conclui-se que esse
polimorfismo ndo aumenta o risco para o cancer epidermdide da cavidade oral e orofaringe.
Palavras-chave: Selénio. Glutationa peroxidase 1. Polimorfismo GPX1 PRO198LEU. Cancer
epidermoide da cavidade oral e orofaringe. Risco.



ABSTRACT

NISHIMURA, L.S. PRO198LEU polymorphism in the gene for the selenium-dependent antioxidant
enzyme glutathione peroxidase 1 and risk of oral cavity and oropharyngeal squamous cell cancer. 2010.
53f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2010.

Selenium is an essential micronutrient that presents antioxidant activity through
selenoproteins such as glutathione peroxidase 1 (GPX1). PRO198LEU polymorphism in this
gene has been associated with increased risk for some cancer types such as breast and lung
cancers. Currently head and neck cancer is a major public health problem in the world and in
Brazil. The aim of this study was to evaluate a possible association between GPX1
PRO198LEU polymorphism and risk of oral cavity and oropharyngeal squamous cell cancer.
GPX1 PRO198LEU polymorphism genotype was determined by PCR-RFLP method
(Polymerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism) and DNA sequencing
in 175 patients with oral cavity and oropharyngeal squamous cell cancer (case group) from
the Head and Neck Cancer Clinical Genome Project, and in 203 cancer-free individuals,
hospitalized in the wards of Heliopolis Hospital (control group). The frequency of reference
and polymorphic allele was 0.72 and 0.28, respectively, in both groups. The genotype
distribution was in Hardy-Weinberg equilibrium in case and control groups. There was no
statistically significant difference (p> 0.05) on the distribution of genotype for the GPX1
PRO198LEU polymorphism between cases (50% PRO/PRO, 43% PRO/LEU and 7% LEU/
LEU) and controls (51% PRO/PRO, 43% PRO/LEU and 6% LEU/LEU) and there was no
association between this polymorphism and risk for oral cavity and oropharyngeal squamous
cell cancer (odds ratio = 1.02, 95% CI = 0.68 to 1,53; p = 0.51; polymorphic homozygotes
and heterozygotes combined compared with reference homozygotes). Furthermore, the use of
tobacco or alcohol intake did not change the lack of association between the GPX1
PRO198LEU polymorphism and cancer risk (use of tobacco greater than 20 pack years: odds
ratio = 0.94, 95% CI = 0.53 to 1,70, p = 0.49; alcohol intake greater than 80g etanol/day:
Odds ratio = 0.80, Cl = 0.46 to 1.39, p = 0.26). We conclude that this polymorphism does not

increase the risk of oral cavity and oropharyngeal squamous cell cancer.

Keywords: Selenium. Glutathione peroxidase 1. GPX1 PRO198LEU polymorphism. Oral
cavity and oropharyngeal squamous cell cancer. Risk.
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1 INTRODUCAO

1.1 Selénio (Se)

O Se é um mineral trago distribuido na natureza de forma heterogénea, aparecendo em
todos os solos, em pequenas ou grandes concentracbes (THOMSON, 2004). Além da
distribuicdo geogréfica do Se no solo e, em conseqiiéncia, no alimento, a quantidade
normalmente ingerida por um individuo ainda dependera dos h&bitos alimentares e da
associacdo entre o fator econémico e a concentracdo do Se na dieta (GONZAGA, MARTENS
& COZZOLINO, 2005).

Esse micronutriente pode ser encontrado em diversas formas. Na forma inorganica
como selenato ou selenito, que sofrem reducdo se tranfosmando em selenido e na forma
organica, como selenometionina e selenocisteina, que posteriormente também serdo
transformados em selenido. Este pode ser excretado, ou resultar na formacdo de
selenoproteinas (FINLEY, 2006).

A biodisponibilidade de Se nas formas orgéanica e inorganica é relativamente alta, em
torno de 70 a 95%, porém ira variar de acordo com a fonte ingerida e o estado nutricional do
individuo. Além disso, pode ser influenciada pela quantidade e origem alimentar do Se
consumido (HOLBEN & SMITH, 1999; ORTUNO, 1997; SCHRAUZER, 2000). O Se é
muito bem absorvido, porém os mecanismos de controle homeostatico para a absor¢do de Se
ndo estdo bem esclarecidos (PATRICK, 2004).

O alimento mais rico em Se é a castanha do Brasil, com concentracdes de 254 ug/100g.
O mineral pode ser encontrado também no pdo, cereais, carnes e aves domésticas (BROWN
& ARTHUR, 2001). Farinhas e carnes, exceto peixe, sdo as principais fontes de Se
(SCHUBERT, 1987). Frutas e hortalicas, por outro lado, sdo consideradas fontes alimentares
pobres nesse micronutriente (GONZAGA, 2002).

Nos alimentos, o selenato representa a forma inorganica principal do Se encontrada
tanto em tecidos de plantas quanto de animais. Ja a selenometionina € a forma organica
predominante em gréos de cereais (RAYMAN, 2008). O Se é armazenado no corpo humano
em dois compartimentos. No primeiro, 0 Se é armazenado como selenometionina nos

musculos, esqueleto, eritrécitos, pancreas, figado, rins, estbmago, cérebro, pele e mucosa



gastrintestinal. E no figado, na forma de glutationa peroxidase 1 (GPX1) (UNITED STATES,
2001).

Os seres humanos ndo sintetizam selenometionina, porém absorvem-na a partir de
fontes alimentares vegetais, algas marinhas e suplementos alimentares. O metabolismo dos
compostos selenito, selenato e selenocisteina seguem outra via, sendo catabolizados até a
forma de selenido. Este Ultimo, por sua vez, pode ser novamente metabolizado para
selenofosfato, precursor de selenocisteina e de outras selenoproteinas (HOLBEN & SMITH,
1999).

Ingestdo deficiente em Se, bem como concentragdes baixas de Se em cabelos, unhas e
sangue estdo associadas com a doenca de Keshan. Esta consiste em cardiomipatia endémica
gue acomete principalmente criancas em algumas regides da China (COMBS, 2001), onde o
teor de Se no solo é baixo e ingestdo diaria do mineral menor de 10ug/dia (PAPP, 2007). Os
sinais da doenca de Keshan na forma cronica incluem degeneracdo dos mdusculos,
cardiomegalia, isquemia do miocérdio, eletrocardiograma anormal, edema pulmonar e
hipertrofia do figado (FOX e FAIRWEATHER-TAIT, 1999; HOLBEN e SMITH, 1999).

Outra doenca associada a deficiéncia de Se é a doenca de Kashin-Beck, uma
osteoartropatia endémica, que tem como sua principal mudanga patolégica a mdaltipla
degeneracéo e necrose da cartilagem hialina do tecido 6sseo, resultando em sinais clinicos de
baixa estatura, alargamento das articulagdes, dor Ossea e osteoartrite secundaria (FOX e
FAIRWEATHER-TAIT, 1999; HOLBEN e SMITH, 1999).

Em relacdo a toxicidade do Se, foi evidenciado que os sintomas de intoxicacdo aguda
sdo: graves disturbios gastrintestinais, gosto metalico na boca, odor de alho exalado pelas vias
respiratdrias, distarbios neuroldgicos, sindrome do estresse respiratério, infarto do miocardio
e faléncia renal. Algumas necrdpsias também revelaram edema pulmonar grave, necrose do
trato gastrintestinal e dos rins, bem como cardiomiopatia (HOLBEN e SMITH, 1999).

A intoxicacgdo cronica por Se em individuos adultos ocorre com ingestdo maior que
800ug/dia. Anormalidades no sistema nervoso s6 ocorrem em casOoS Mmuito graves, com
sintomas que incluem paralisia periférica, formigamentos, hiperreflexdo dos tenddes,
distarbio motor e hemiplegia. (ALARCON-NAVARRO & MARTINEZ, 2000). O limite de
ingestdo toleravel relativo a esse mineral é de 400 pg/dia para individuos com idade superior
a 14 anos de idade (UNITED STATES, 2001).

As principais funcbes do Se estdo relacionadas a sua acdo antioxidante (ALARCON-
NAVARRO e MARTINEZ, 2000; BRIGELIUS-FLOHE, 1999), participacdo na converséo de
T4 em T3 (HOLBEN e SMITH, 1999, KOHRLE, 2000, REILLY, 1996), protecdo contra



acdo nociva de metais pesados e xenobidticos (ALARCON-NAVARRO e MARTINEZ,
2000, REILLY, 1996), aumento da resisténcia do sistema imunolégico (ORTUNO, 1997;
THOMPSON, 2004; ZENG, 2002), fertilidade masculina (BRIGELIUS-FLOHE, 1999;
KRYUKOV, 2003). Uma das funcdes fisioldgicas mais importantes do Se é a sua participacao
nos processos do sistema de defesa antioxidante que ocorrem por meio das selenoproteinas,
como a glutationas peroxidase (GPX) que incorporam o micronutriente por meio de um ou
mais residuos de selenocisteina (MOGHADASZADEH & BEGGS, 2006).

O Se tem sido relacionado a reducdo do risco de doencas cronicas ndo transmissiveis
(DAVIS e UTHUS, 2002; FOX e FAIRWEATHER-TAIT, 1999; ORTUNO, 1997;
RAYMAN, 2000; ZENG, 2002). Nesse sentido, a deficiéncia de Se tem sido associada ao
desenvolvimento de diferentes tipos de canceres (COMBS, 2001; HESKETH, 2008). A partir
de estudos epidemiologicos, verificou-se a existéncia de uma relacao inversa entre a ingestdo
de Se e a incidéncia de céncer da tiredide, pele, mama, ovario e prostata (ALARCON-
NAVARRO & MARTINEZ, 2000; DAVIS & UTHUS, 2002; KOHRLE, 1999; LU et al.,
2006; NEGRI et al., 2000; SCHRAUZER et al., 1997).

Alguns estudos tém investigado em modelos animais e em humanos a acgdo
anticarcinogénica das selenoproteinas (COMBS, 1998; DAVIS e UTHUS, 2002; EL-
BAYOUMY, 2001; KOHRLE, 2000; LOBINSKI et al., 2000). De forma geral, as acdes
anticarcinogénicas do Se tem sido relacionadas a destoxificacdo de carcindgenos, inibicdo da
proliferacdo celular e angiogénese, inducdo da apoptose, estimulo do sistema imune e
protecdo contra danos oxidativos (LU & JIANG, 2005; RYAN-HARSHMAN & ALDOORI,
2005). Nesse sentido, os diferentes mecanismos de agdo sugerem que esse micronutriente
deve atuar em diversos alvos moleculares (MEDINA, 2001). Estudos apontam que uma
ingestdo de aproximadamente 200 pg/dia é considerada fator de reducdo de risco para o
desenvolvimento de cancer (ALARCON-NAVARRO e MARTINEZ, 2000; CLARK &
COMBS, 1996; TOLONEN, 1995).

1.2 Glutationa peroxidase (GPX)

O selenoproteoma humano € composto por pelo menos 25 selenoproteinas, das quais
parte se associa a fertilidade, funcdo imune, metabolismo de horménios tireoidianos e defesa

contra estresse oxidativo (SCHOMBURG et al., 2004). Poucas dessas selenoproteinas tém



suas funcOes estabelecidas, destacando-se GPXs, tireodoxinas redutases (TrxRs), enofosfatases
sintetases 2 (SPS2) e iodotironinas deiodinases (D10s), que apresentam funcdes de oxiredugéo
(PAPP, 2007).

GPX sdo enzimas dependentes de Se que catalisam a oxidagdo de glutationa reduzida
(GSH) e permitem reducdo de peroxido de hidrogénio a agua, prevenindo a peroxidacéo
lipidica e o dano celular (CEBRIAN et al, 2006). Foram descritas 5 GPXs dependentes de Se
em humanos: citosolica (GPX1); gastrointestinal (GPX2); plasmatica (GPX3), fosfolipide
hidroperdxido (GPX4) e no epitélio olfativo e tecidos embrionarios (GPX6) (HESKETH,
2008, KRYUKOQV et al., 2003). A GPX1 ¢ a selenoproteina mais abundante em humanos e se
encontra expressa em praticamente todos os tecidos (LEI et al., 2007). Comp®e juntamente
com as enzimas superdxido dismutase e catalase, o principal sistema antioxidante celular
(CEBRIAN et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Sistema de defesa antioxidante celular. Cadeia de transporte de elétron (ETC);

Nicotinamida adenina dinucleotideo - P - oxiredutase (NADPH+OX); superdxido dismutase
(SOD); catalase (CAT); tireodoxina (TXN); Glutationa reduzida (GSH); glutationa redutase
(GSR); glutationa oxidada (GSSG) (Retirada de CEBRIAN et al., 2006).

Em niveis adequados de Se séricos, ocorre aumento da expressao dessa enzima em
tecidos com altos indices de producdo de peroxidos, predominantemente nos eritrocitos, rins,
figado e pulmdes. A GPX1 é capaz de metabolizar um grande ndmero de hidroperdxidos
livres, inclusive aqueles liberados a partir de acidos graxos de cadeia longa, por acdo de
fosfolipases (MATES, PEREZ-GOMEZ & DE CASTRO, 1999; TAPIERO, TOWNSEND &
TEW, 2003). Essa enzima também serve como reserva corporal de Se, podendo ser utilizada
para as necessidades imediatas desse nutriente (BRIGELIUS-FLOHE, 1999; FOX &
FAIRWEATHER-TAIT, 1999; KOHRLE, 1999).



Dentre as diferentes GPX, verifica-se no caso da GPX1, que seus niveis de RNAm,
proteina e atividade sdao mais sensiveis a deficiéncia dietéticas de Se (LEI et al., 2007).
Observa-se em ratos, nesta condicdo, reducdes de 99% no RNAm de GPX1 no figado e de
90% na atividade (LEI et al., 2007). Em células de hepatoma, a deficiéncia de Se resulta em
reducdes de 60% no RNAm da GPX1 e de 93% na reducdo de sua atividade (BAKER et al.,
1993). Por outro lado, ratos deficientes em Se, ao serem tratados com este mineral,
apresentaram rapida normalizacdo da expressao e atividade de GPX. Nesse contexto, frente a
sensibilidade e saturabilidade da atividade de GPX1 ao Se dietético, essa enzima tem sido
utilizada como biomarcador do estado nutricional de Se, bem como das necessidades desse
micronutriente (LEI et al., 2007).

As GPXs destacam-se como importantes mediadoras das acGes do Se na reducdo do
risco do desenvolvimento de cancer, especialmente daqueles em que o estresse oxidativo é
importante componente etioldgico (LU & JIANG, 2005).

AlteracOes na expressao e atividade da GPX1 tém sido associadas ao desenvolvimento
tumoral. Ressalta-se, ainda, a necessidade de se elucidar aspectos moleculares referentes ao
envolvimento da GPX1 no desenvolvimento do cancer, bem como avaliar o potencial da
GPX1 como alvo importante para prevencao e tratamento do cancer (LEI et al., 2007). A¢des
do Se em nivel genémico e a interagdo entre o consumo deficiente deste elemento com fatores
genéticos sao relevantes para elucidar a relacdo entre Se corpéreo e suscetibilidade ao cancer
(HESKETH, 2008).

1.3 Polimorfismo PRO198LEU (rs1050450) no gene GPX1

Grande interesse tem sido voltado para estudos com cancer e impacto de polimorfismos
genéticos em genes que codificam para enzimas antioxidantes, incluindo a GPX1
(MATHERS & HESKETH, 2007). Aventa-se a hipOtese de que individuos com
polimorfismos nesses genes, que resultassem em menor atividade enzimatica, apresentariam
maior risco de desenvolvimento de cancer devido a uma menor capacidade de destoxificacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (CEBRIAN et al., 2006).

Dentre os diferentes polimorfismos de nucleotideo Unico encontrados no gene para
GPX1 localizada no cromossomo 3p21.3, destaca-se 0 PRO198LEU resultante da substituicdo

de citosina por timina no éxon 2 (FOSBERG et al., 2000). Estudos que avaliaram a influéncia



do polimorfismo GPX1 PRO198LEU no risco de desenvolvimento do céancer séo poucos e
com dados conflitantes.

Em mulheres dinamarquesas com cancer de mama, verificou-se que cada alelo variante
resultou em reducbes de 5% na atividade eritrocitaria de GPX. Para avaliar a eventual
diferenca de resposta & suplementacdo com Se dos alelos da GPX1 que codificam para prolina
ou leucina na posicdo 198, foram construidos clones de células de cancer de mama que
expressavam exclusivamente um ou outro alelo (HU & DIAMOND, 2003). Neste caso, 0
alelo variante que codifica para leucina apresentou menor resposta em relacdo a estimulacao
da atividade de GPX1, observada durante a suplementacdo com Se, em comparagédo ao alelo
de referéncia.

Considerando-se a alta prevaléncia desse polimorfismo em caucasianos, esse autores
destacaram que o polimorfismo em questdo poderia ter importantes repercussdes em termos
de satde publica. Por exemplo, individuos com gendtipo homozigoto para o alelo variante
apresentavam maior risco para cancer de pulmdo em comparacdo aqueles com gendtipo
homozigoto para o alelo de referéncia (RATNASINGE et al., 2000). Resultados similares
foram observados no estudo de Lee et al. (2006). Neste caso, individuos com céancer de
pulm&o, heterozigotos ou homozigotos para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU,
apresentavam maiores excrecOes urinarias de 8-hidroxidesoxiguanina em comparacao aqueles
considerados homozigotos para o alelo de referéncia. Esses resultados sugerem que
individuos com alelo variante apresentariam maior risco de cancer de pulméo induzido por
estresse oxidativo em comparagao aqueles com apenas alelos de referéncia (LEE et al., 2006).
Em mulheres, a redugéo da atividade de GPX associada ao polimorfismo GPX1 Pro198Leu se
relacionou com risco aumentado de cancer de mama (RAVN-HAREN et al., 2006).

Por outro lado, o alelo variante referente ao polimorfismo GPX1 PRO198LEU
apresentou efeito protetor contra o cancer de pulméo, observando-se forte interacdo do
polimorfismo com consumo de cigarro e alcool, mas ndo com a ingestdo de frutas e hortalicas
(RAASCHOU-NIELSEN et al., 2007). O alelo variante esteve também associado a um maior
tempo de recorréncia de cancer de bexiga (ZHAO et al., 2005), bem como a reducéo do risco
de cancer de préstata (ARSOVA-SARAFINOVSKA et al., 2008). Neste ultimo estudo, ndo
houve influéncia do genotipo na atividade da GPX no ertitrocito em individuos com céancer de
prostata.

Vale também ressaltar a importancia de se considerar a populacdo estudada, ja que a

frequéncia do alelo polimorfico varia em diferentes populacGes. Verifica-se que a freqiiéncia



do alelo polimoérfico variou de 0,053, na populacdo japonesa, a 0,364, na populagdo turca

(Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia genética do polimorfismo GPX1 PRO198LEU em populacdes

saudaveis.
Populagdo N° individuos Frequéncia do alelo Referéncia
C (referéncia) T (polimérfico)

Japonesa 209 0,947 0,053 ICHIMURA et al. (2004)

Polonesa 90 0,794 0,206 MOSTOWSKA et al. (2007)
Inglesa 761 0,752 0,248 LIGHTFOQT et al. (2006)
Sueca 214 0,727 0,273 FORSBERG et al. (2000)
Alema 117 0,714 0,286 ZARBOCK et al. (2007)
Norte- 683 0,698 0,302 LIGHTFOOT et al. (2006)

Americana

Canadense 372 0,675 0,325 KNIGHT et al. (2004)

. RAASCHOU-NIELSEN et al.

Dinamarquesa 798 0,66 0,34 (2007)

Afro- 119 0,651 0,349 CHOI et al. (2007)

Americana

Finlandesa 313 0,637 0,363 RATNASINGHE et al. (2000)
Turca 250 0,636 0,364 SUZEN et al. (2009)

1.4 Cancer de cabeca e pescoc¢o

(Retirado de SUZEN et al., 2009)

No Brasil, o cancer de boca esta entre os dez tipos de cancer mais freqlentes. A

estimativa de incidéncia para o ano de 2010 no Brasil apontou esse tumor como 0 5° mais

frequente entre os homens (10.330 casos estimados) (INCA, 2010). No Estado de S&o Paulo,

0 cancer de cabeca e pescoco, mais especificamente o da cavidade oral (carcinoma

epidermoide), € a quinta neoplasia maligna mais comum na populacdo masculina. Foram
estimados cerca de 3.230 casos novos para 2010 (INCA, 2010).



A neoplasia mais freqliente de cabeca e pescogo é o carcinoma epidermdide, ocorrendo
em mais de 90% dos casos, e com mais de 300.000 novos casos ao ano no mundo, sendo
caracterizado pela evolugdo insidiosa e metastases cervicais uni ou bilaterais precoces
(MIRRA 2001). Este tipo de tumor pode desenvolver-se em todo epitélio de revestimento e
glandular e assim ter representacOes na pele da cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, laringe,
nasofaringe e glandulas salivares (RODRIGUEZ-MONGE et al., 1997).

Dentre os fatores que determinam o prognostico desse cancer estdo a regido anatbmica,
tamanho e espessura, comprometimento linfonodal, tratamento e diferenciacdo tumoral
(TRALONGO, 1999). O indice de sobrevida nesses pacientes em 5 anos é baixa,
representando uma taxa de sobrevida neste periodo de 50%, ou menos (KADEMARI et al.,
2005).

Estudos epidemioldgicos mostram que o risco de desenvolvimento de cancer oral é de 5
a 9 vezes maior em tabagistas do que em néo tabagistas, sendo diretamente proporcional a
quantidade consumida. O uso do alcool também € fator de risco para o desenvolvimento do
cancer das vias aerodigestivas superiores e potencializa a acdo do tabaco (FORASTIERE et
al.,, 2001). Também estad descrita a associacdo entre a condicdo socioeconémica, dieta
deficiente em antioxidantes (ANDERSEN et al., 2008; BEEVI et al., 2004) e o aparecimento
do tumor (BREEN et al., 2001).

Esses aspectos comportamentais como o0 uso de tabaco, alcool e alimentacdo inadequada
favorecem o aumento do estresse oxidativo (ELANGO et al., 2006; RASHEED et al., 2007a),
0 que pode promover o processo tumoral. Manoharam et al. (2005) avaliaram pacientes com
cancer de cavidade oral e observaram niveis aumentados nos marcadores de estresse oxidativo
como malondialdeido e substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico ao comparé-los com
individuos saudaveis. Além disso, foi verificada nos mesmos reducdo na atividade das
enzimas antioxidantes como, por exemplo, a GPX. Estes autores verificaram, ainda, que
pacientes com tumores bucais de estagio Il a IV apresentaram, também, aumento e reducédo
gradual do estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes, respectivamente.

Estudos apontam uma deficiéncia de Se associada ao cancer de cabeca e pescoco
(BUNTZEL et al., 2003; PRASAD et al., 1998; YADAYV et al., 2002). Comparados a grupos
controles, pacientes com este tipo de cancer apresentaram niveis séricos de Se reduzidos e que
diminuiram, ainda mais, conforme o aumento da malignidade tumoral (YADAV et al., 2002).
Além disso, observou-se nesses mesmos pacientes que a reducdo nos niveis séricos de Se foi
acompanhada da redugdo da atividade de GPX e aumento dos niveis de malondialdeido
(BUNTZEL et al., 2003).



Em pacientes com cancer de cabega e pescogo, que apresentam um sistema de defesa
antioxidante comprometido, células da mucosa tornam-se mais suscetiveis as a¢oes deletérias
de ERO, criando um ambiente mais favoravel para danos no DNA (Acido
desoxirribonucléico) e progressao da doenca (BEEVI et al., 2004). Entretanto, ndo é claro o
beneficio de modificacbes dietéticas ou suplementacdo nutricional para reduzir o estresse
oxidativo (BEEVI et al., 2004). De forma interessante, em pacientes com cancer de cabeca e
pesco¢o submetidos a radioterapia, a suplementacdo com Se resultou em aumento dos niveis

séricos do micronutriente e aumento da atividade sérica de GPX (ELANGO et al., 2006).



2 OBJETIVO

Avaliar eventual associagdo entre o polimorfismo PRO198LEU no gene que codifica
para a enzima antioxidante dependente de selénio GPX1 e risco de cancer epidermdide da
cavidade oral e orofaringe, bem como possivel interacdo com utilizacdo de tabaco e ingestdo

de alcool.



3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Participantes do estudo

Foram utilizadas amostras de DNA gendmico previamente extraidas de 175 pacientes
com diagndstico de carcinoma epidermoéide da cavidade oral e orofaringe (grupo caso),
acompanhados no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoc¢o e Otorrinolaringologia do
Hospital Helidpolis a partir do ano de 2002, integrantes de parte da casuistica do Projeto
Genoma Clinico do Céancer de Cabega e Pescogo, e de 203 individuos internados nas
enfermarias do Hospital Helidpolis, sem neoplasias ou histérico clinico de neoplasia ou com
internacdo para tratamento de doencas relacionadas ao consumo de alcool e tabaco,
ocupacionais ou imunodeficiéncias (grupo controle). O seguimento dos pacientes foi feito por
uma equipe multidisciplinar de acordo com a rotina estabelecida no servi¢o, garantindo um
seguimento minimo de 24 meses ap6s o tratamento inicial. Os registros dos prontuarios
médicos dos pacientes estavam disponibilizados dentro do site do projeto Genoma Clinico do

Céncer de Cabeca e Pescogo: http://ctc.fmrp.usp.br/ClinicalGenomics/appSP/ e incluiam

informagdes clinicas, bem como epidemioldgicas abrangentes quanto aos fatores de risco

relacionados a doenca, que incluem tabagismo e etilismo.

3.1.1 Aspectos éticos

O material utilizado para a realizacdo do presente estudo consistiu de DNA extraido de
sangue, coletado apos entrevista e assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
pelos pacientes do grupo caso e individuos do grupo controle, integrantes de parte da
casuistica do Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca e Pescogo, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Helidpolis sob niimero 386, em 15/04/05. O DNA estava
armazenado em freezer -80°C no Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital Heliopolis.
Os dados clinicos e as informacOes contidas nos prontuarios foram mantidos em sigilo,
garantindo assim a confidencialidade das informagdes. O presente estudo foi aprovado pelos

Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o


http://ctc.fmrp.usp.br/ClinicalGenomics/appSP/

Paulo (USP), sob nimero 98/2008 em 20/10/2008, e do Hospital Helidpolis, sob nimero 657
em 09/12/2008 (Em anexo).

3.1.2 Caracterizacéo dos pacientes

As idades dos pacientes do grupo caso e controle variavam entre 29 e 81, e entre 20 e
86, respectivamente. Todos os pacientes eram do sexo masculino. Para a etnia, os dados
foram auto relatados pelos participantes durante a entrevista. A distribuicdo percentual dos
individuos dos grupos caso e controle em relacdo a faixa etéria, etnia, utilizacdo de tabaco e
alcool estdo mostrados na tabela a seguir (Tabela 2). Ndo houve diferenca entre casos e
controles quanto idade e etnia. Tabagistas e etilistas eram mais prevalentes entre casos do que
em controles (p<0,05).

Foram analisados o consumo de tabaco e alcool por casos e controles. O consumo de
tabaco foi expresso em pack years, variacdo que inclui tanto a intensidade quanto a duragédo
da utilizacdo de tabaco. Um pack year corresponde a fumar um mago de cigarro (20 cigarros)
por dia durante um ano (GATTAS et al., 2006). O tipo de fumo tambeém foi considerado
(LOLIO et al., 1993). De acordo com Gattas et al. (2006), a avaliacdo da ingestdo de alcool
foi calculada a partir da dose estimada em gramas de etanol por dia, considerando-se que
cerveja, vinho e destilados apresentavam teores de etanol de 5%, 12% e 41%,

respectivamente.



Tabela 2. Distribuicdo percentual dos participantes do grupo caso e controle de acordo com

faixa etéria, etnia e utilizacdo de tabaco e élcool.

Casos Controles Total

Variavel p
n (%) n (%) n (%)
Faixa etaria
<40 5@3) 13 (6) 18 (5)
40 - 49 56 (32) 61 (30) 117 (31)
50 - 59 61 (35) 72 (36) 133 (35)
60 - 69 41 (23) 42 (21) 83 (22)
>70 12 (7) 15 (7) 27 (7) 0,815
Etnia
Branco 110 (63) 110 (54) 220 (58)
Mulato 42 (24) 66 (33) 108 (29)
Negro 19 (11) 23 (11) 42 (11)
Amarelo 0 (0,00) 1(0) 1(0) 0,215
NA* 4 (2) 3(2) 7(2)
Tabagismo
Nunca fumou 2 (1) 36 (18) 38 (10)
Somente no passado 23 (13) 65 (32) 88 (23)
Sim, ainda fuma 143 (82) 100 (49) 243 (65) 0,000
NA* 7(4) 2 (1) 9(2)
Etilismo
Nunca 8 (4) 31 (15) 39 (10)
So no passado 47 (27) 76 (38) 123 (33)
Sim, ainda bebe 113 (65) 94 (46) 207 (55) 0,001
NA* 7(4) 2 (1) 9(2)

* ndo avaliado

3.2 Determinagao do polimorfismo GPX1 PRO198LEU

3.2.1 PCR-RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism - polimerase chain

reaction)

A determinacédo do polimorfismo GPX1 PRO198LEU (rs1050450, éxon 2) foi realizada
a partir da metodologia utilizada por Hu e Diamond (2003). Com base na seqtiéncia da GPx1
de humanos (ISHIDA et al. 1987), foram utilizados primers (superior, 5’-



TGCCCCTACGCAGGTACA-3’; inferior, 5’-TCCCAAATGACAATGACACAG-3’) para
produzir fragmentos de 338 bp, flanqueando o polimorfismo em questéo.

A reacdo de PCR foi conduzida com 40 ciclos de amplificacdo que consistiram em:

- Desnaturacdo do DNA alvo por aquecimento (5 minutos a 94°C), de modo a separar
as duas cadeias;

-Anelacdo dos primers por ligacbes de ponte de hidrogénio as sequéncias
complementares no fragmento do DNA alvo. Para isto, a mistura foi resfriada para a
temperatura de 58°C por 60 segundos;

- Extensdo dos iniciadores através da sintese da cadeia complementar de cada cadeia
molde, catalisada pela DNA polimerase (7 minutos a 72°C).

Os produtos de PCR (2 microlitros) foram digeridos utilizando a enzima de restricao
Apa |. A quantidade utilizada para a restricao foi de 30U, e a duragéo foi de 16 horas, a 37°C.
Posteriormente as amostras foram submetidos a eletroforese em géis de agarose a 2%,
utilizando o brometo de etidio para a vizualizacdo no transiluminador Amersham
Bioscience® Macro UV 25.

Em todas as reacdes de PCR conduzidas, utilizou-se controle negativo (adicdo de
todos os reagentes, com exce¢do do DNA) para verificar eventuais contaminacGes. Além
disso, foram utilizadas como controles positivos, amostras de DNA de individuos
classificados, por seqiienciamento de DNA, como homozigotos de referéncia para o
polimorfismo GPX1 PRO198LEU.

3.2.2 Sequenciamento de DNA para confirmacdo do gendtipo de casos e controles
classificados, por PCR-RFLP, como homozigotos polimorficos para o polimorfismo
GPX1 PRO198LEU.

O sequenciamento de DNA de casos e controles classificados, por PCR-RFLP, como
homozigotos polimdrficos para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU, foi realizado no Centro
de Estudos do Genoma Humano (USP). A reacdo de sequenciamento foi feita a partir de
produtos de PCR utilizando-se o MegaBACE™ 1000 Specifications, um sistema de analise de
DNA de 96 capilares com a tecnologia GE Healthcare. As reacOes de sequenciamento foram

realizadas de acordo com o protocolo para 0 MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET



Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) codigo US81090. As
sequéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base Caller
Cimarron 3.12. Essas reac6es alcancam normalmente entre 500 e 600 bases com fidelidade de
anélise de 98,5%.

Para encaminhar as amostras para o sequenciamento, inicialmente foi realizada a técnica
de PCR para amplificacdo do amplicon de interesse. O produto de PCR obtido foi submetido
a eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar se somente uma banda estava presente. A
partir desse momento, foi realizada a purificacdo desses produtos de PCR, utilizando o kit
Wisard® Gel and PCR Clean-up System QIAquick, da Promega. Apés a purificacdo dos
produtos de PCR, estes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% para
confirmacéo da banda de DNA e quantificacdo do produto purificado, utilizando o Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen), como padréo.

3.3 Analise estatistica

Todos os testes foram fixados com valores de confianga em 95% (p<0,05). O teste Qui-
quadrado foi realizado para comparar a distribui¢do do polimorfismo GPX1 PRO198LEU nos
grupos caso e controle, bem como para verificar se essa distribuicdo se encontrava em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Odds Ratio (OR) foi calculado para avaliar associacdo entre o
gendétipo da GPX1 e risco de desenvolvimento de céncer epidermoéide da cavidade oral e

orofaringe isoladamente e quando considerado a utilizacdo de tabaco e ingestao de alcool.



4 RESULTADOS

A Figura 2 apresenta resultados referentes a separacdo em gel de agarose de produtos
de PCR digeridos com a enzima Apal, para genotipagem de casos em relagcéo ao
polimorfismo GPX1 PRO198LEU.

Figura 2. Separacdo em gel de agarose de produtos de PCR digeridos com a enzima Apal,
para genotipagem de casos em relacédo ao pBlimorfismo GPX1 PRO198LEU. (A) Marcalor de
50 pb; (B) Homozigoto de referéncia (Pro/Pro); (C) Heterozigoto (Pro/Leu); (D) Homozigoto
polimérfico (Leu/Leu).

A presenca de uma citosina na posi¢do 911 (éxon 2) do gene para a GPX1 (alelo de
referéncia) gera um sitio de restricdo para a enzima Apal (KNIGHT ET al. 2004). A presenca
de timina, por sua vez, nessa mesma posicdo no gene em questdo (alelo variante) elimina o
sitio de restricdo para a enzima Apal. Dessa forma individuos considerados homozigotos de
referéncia, heterozigotos e homozigotos polimorficos podem ser identificados pela presenca
de bandas de 259 pb e 79 pb; 338 pb, 259 pb e 79 pb; e 338 pb, respectivamente.

O genotipo de todos os casos (n =12) e controles (n =13) classificados, pela técnica de
PCR-RFLP, como homozigotos para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU, foi confirmado
pela técnica de sequenciamento do DNA. A concordancia entre os resultados obtidos pelas 2
técnicas foi de 100%. A Figura 3 apresenta eletroferograma de individuo do grupo caso
classificado como homozigoto polimérfico. Observou-se um Unico pico de curva na coloracao
vermelha referente ao alelo polimérfico T



Figura 3. Eletroferograma referente ao sequenciamento de amostra de DNA de paciente com
cancer epidermoide da cavidade oral e orofaringe e classificado como homozigoto
polimorfico para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU.*a presenca de um Unico pico de curva

na coloracdo vermelha indica o gendtipo em questao.

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo do gendtipo para o polimorfismo GPX1

PRO198LEU nos grupos caso e controle.

Tabela 3. Distribui¢do do genétipo para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU nos grupos caso

e controle (n;%).

Genotipo Caso Controle Total OR* IC** p
n (%0) n (%) n (%) (95%0)
Pro/Pro 88 (50) 103 (51) 191 (51)
Pro/Leu 75 (43) 87 (43) 162 (43) 1,01 (0.663 - 1.536) 0,5259
Leu/Leu 12 (7) 13 (6) 25(7) 1,08 (0.469 - 2.489) 0,9836
Pro/Leue 87 (50) 100 (49) 187 (50) 1,02 (0.680 - 1.526) 0,5060
Leu/Leu
Total 175 (100) 203 (100) 378 (100)

*QOdds Ratio **Intervalo de confianga

A distribuicdo dos genoétipos nos casos e controles encontrou-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg. A partir dos resultados encontrados, observou-se que ndo houve associacéo
entre o polimorfismo GPX1 PRO198LEU e risco de desenvolvimento de cancer epidermdide
da cavidade oral e orofaringe, visto que a distribuicdo do polimorfismo entre os grupos nédo

apresentou diferengas estatisticamente significante (p>0,05).



A Tabela 4 apresenta a frequéncia dos alelos de referéncia (C) e polimérfico (T)
referentes ao polimorfismo GPX1 PRO198LEU em casos e controles. Verifica-se a mesma

frequiéncia dos alelos nos grupos caso e controle.

Tabela 4. Frequéncia dos alelos de referéncia (C) e polimdrfico (T) referentes ao

polimorfismo GPX1 PRO198LEU em casos e controles.

Alelo Caso (n=175) Controle (n=203)
C 0,72 0,72
T 0,28 0,28

A Tabela 5 apresenta a distribuicdo do gendtipo para o polimorfismo GPX1
PRO198LEU nos grupos caso e controle, estratificados de acordo com a utilizacdo de tabaco.
Nesse caso, ndo se verificou associagdo entre o polimorfismo em questdo e risco de cancer
epidermdide da cavidade oral e orofaringe em pacientes que consumiam mais ou menos que
20 pack years.

Tabela 5. Distribuicdo do genétipo para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU nos grupos caso
e controle, estratificados de acordo com a utilizagéo de tabaco.

Tabagismo GPX1PRO198LEU Caso* Controle**  QR*** 95%C]| **** p

(Pack year) (n) (n)

<20 Pro/Pro 42 29
Pro/Leu + Leu/Leu 41 30 09217  0,4735-1,7940 0,4720

>20 Pro/Pro 43 50
Pro/Leu + Leu/Leu 40 49 0,9492  0,5295-1,7015 10,4896

* De um total de 175 individuos do grupo caso, 7 individuos ndo informaram a quantidade de
utilizacdo de tabaco e 2 individuos relataram nunca ter fumado. **De um total de 203
individuos do grupo controle, 9 individuos ndo informaram a quantidade de utilizacdo de
tabaco e 36 individuos relataram nunca ter fumado. ***0Odds Ratio **** Intervalo de confianga

A Tabela 6 apresenta a distribuicdo do gendtipo para o polimorfismo GPX1
PRO198LEU nos grupos caso e controle, estratificados de acordo com a ingestdo de alcool.

Nesse caso, ndo se verificou associacdo entre 0 polimorfismo em questdo e risco de cancer



epidermoide da cavidade oral e orofaringe em pacientes que ingeriam mais ou menos que 80 g
etanol por dia.

Tabela 6. Distribuicdo do gendtipo para o polimorfismo GPX1 PRO198LEU nos grupos caso

e controle, estratificados de acordo com a ingesté@o de alcool.

Etilismo ~ GPX1PRO198LEU  Caso* Controle**  OR***  9506C| **** p

(g etanol/dia) (n) (n)

<80 Pro/Pro 19 41
Pro/Leu + Leu/Leu 23 40 1,2408 0,5875-2,6205 0,3538

>80 Pro/Pro 62 42
Pro/Leu + Leu/Leu 53 45 0,7978  0,4567-1,3939 0,2573

* De um total de 175 individuos do grupo caso, 10 individuos ndo informaram a quantidade
de ingestdo de alcool e 8 relataram nunca ter bebido. **De um total de 203 individuos do
grupo controle, 4 individuos ndo informaram a quantidade de ingestdo de alcool e 31
individuos relataram nunca ter bebido.***Odds Ratio ****Intervalo de confianca



5 DISCUSSAO

De forma geral, associagdo entre estresse oxidativo e cancer tem sido avaliada por
meio da quantificacdo de biomarcadores como danos no DNA, EROs e antioxidantes. Nesse
contexto uma abordagem que também pode trazer informacgdes relevantes consiste na
avaliacdo de polimorfismos funcionais em genes que controlam o dano oxidativo celular, tais
como os que codificam para enzimas antioxidantes (LIGHTFOOT et al., 2006).

A importancia do Se e selenoproteinas no contexto do cancer de cabeca e pescoco foi
ressaltada (HU et al., 2004). Dentre as 25 selenoproteinas humanas (CASTELLANO et al.,
2005), apenas as GPXs, TrxRs, SPS2, e DIOs tem fungbes estabelecidas de oxirreducéo
(PAPP, 2007). Considerando a importancia do estresse oxidativo nas diferentes etapas da
carcinogénese (FOSBERG et al.,, 2001; MANOHARAM et al., 2005), descreve-se na
literatura que polimorfismos no gene para a GPX1 poderiam representar fator relacionado ao
desenvolvimento do cancer (HU & DIAMOND, 2003; RATNASINGHE et al., 2000). Dentre
essas variagdes genéticas, destaca-se o polimorfismo GPX1 PRO198LEU (MATHERS &
HESKETH, 2007).

Aventa-se a hipotese que individuos com esse polimorfismo teriam menor capacidade
de destoxificar EROs e, com isso, maior risco para o cancer (RASSCHOU-NIELSEN, 2006).
E limitada a disponibilidade de informacdes quanto a conseqiiéncia funcional da substituico
de uma prolina por uma leucina no cédon 198 da enzima GPX1 (ICHIMURA te al., 2004;
HESKETH, 2008). Pacientes com cancer de pulmdo heterozigotos ou homozigotos
polimorficos para GPX1 PRO198LEU apresentavam maior excre¢do urinaria de 8-
hidroxidesoxiguanina em comparacdo aos homozigotos de referéncia (LEE et al., 2006).
Além disso, o tratamento ex vivo de leucdcitos com perdxido de hidrogénio resultou em maior
dano no DNA no caso de individuos saudaveis com o alelo variante em comparac¢ao aos com
apenas o alelo de referéncia (MIRANDA-VILELA et al., 2010). Observou-se que 0
polimorfismo GPX1 PRO198LEU esteve associado a reducdo da atividade enzimatica em um
estudo (RAVN-HAREN et al., 2006) mas ndao em outros dois (ARSOVA-SARAFINOVSKA
et al., 2008; FOSBERG et al., 2000). A suplementacdo com Se de células de cancer de mama
transfectadas com o alelo de referéncia ou polimorfico resultou em diferentes respostas em
relacdo a indugdo da atividade da GPX (HU & DIAMOND, 2003). Mais especificamente
observou-se menor inducdo nas células com o alelo variante, sugerindo uma consequéncia

funcional para esse polimorfismo. De forma semelhante, verificou-se em individuos saudaveis



que a associacdo entre concentraces plasmaticas de Se e atividade da GPX1 foi diferente de
acordo com o gendtipo (maior associagdo para homozigotos de referéncia em comparagao aos
homozigotos polimdrficos), indicando que o polimorfismo GPX1 PRO198LEU influencia a
resposta enzimatica ao Se (JABLONSKA et al., 2009). Nesse sentido, ressalta-se que o
genotipo para selenoproteinas deve ser considerado em estudos de suplementacéo, inclusive
visando a quimioprevencao do cancer (HESKETH, 2008; MATHERS & HESKETH, 2007).

No presente estudo, ndo se verificou associacdo entre o polimorfismo GPX1
PRO198LEU e risco de cancer epidermoide da cavidade oral e orofaringe em homens. Efeitos
bioldgicos de genttipos podem ser apenas evidentes nos individuos com exposicao elevada a
fatores ambientais como tabaco e &lcool (CHOI et al., 2007). Nesse sentido, no presente
estudo, consumo de tabaco ou ingestdo de alcool, fatores de risco estabelecidos para a doenca
(ELANGO et al., 2006) e que promovem o estresse oxidativo (COX et al., 2006), ndo
modificou a auséncia de associagdo entre o polimorfismo em questéo e risco para tal cancer.
Identificaram-se na literatura apenas 2 estudos em que se avaliou o impacto do polimorfismo
GPX1 PRO198LEU no risco para cancer de cabeca e pesco¢o em outras populacdes. Em afro-
americanas, a frequiéncia do genoétipo homozigoto polimorfico foi de 25,6% e 12,4% em casos
e controles, respectivamente, verificando-se aumento do risco desse tipo de cancer associado
a esse polimorfismo (HU et al., 2004). Por outro lado, em estudo mais recente conduzido em
pacientes taiwaneses com cancer da cavidade oral, ndo se verificou associagdo entre o
polimorfismo GPX1 PRO198LEU e risco para a doenca (WU et al., 2010). Vale ressaltar que
nesse estudo foram identificados individuos heterozigotos, mas ndo homozigotos polimérficos
em uma amostra de 122 casos e 122 controles, indicando que o aspecto étnico representa fator
importante a ser considerado (ICHIMURA et al., 2004). Miranda-Vilela et al. (2010)
ressaltam que poucos estudos com o polimorfismo GPX1 PRO198LEU foram conduzidos no
Brasil, em que se verifica intensa miscigenacdo. Resultados obtidos por esses autores indicam
frequéncia de 0,69 e 0,31 para os alelos de referéncia e variante, respectivamente, em
individuos brasileiros saudaveis. Essa frequiéncia é bastante semelhante a verificada em nosso
estudo, que foi de 0,72 (alelo de referéncia) e 0,28 (alelo polimérfico) tanto em pacientes com
cancer epidermoide da cavidade oral e orofaringe, quanto no grupo controle, indicando que
esse polimorfismo é bastante prevalente na populacéo estudada.

Relativamente poucos estudos avaliaram a influéncia desse polimorfismo no risco de
cancer de forma geral. Nesse sentido, em alguns casos verificou-se que o alelo polimérfico

LEU aumentou o risco para a doenc;a, embora em outros casos 0 mesmo ou ndo esteve



associado ao risco de cancer ou reduziu seu risco (ARSOVA-SARAFINOVSKA et al. 2008;
LEE et al., 2006; WU et al., 2010)

De acordo com estudos de caso-controle, o polimorfismo GPX1 PRO198LEU esteve
associado com risco aumentado para o cancer de bexiga (ICHIMURA et al., 2004; PAZ-Y-
MINO et al., 2010). Também no caso do cancer de pulmao, foi descrito associagdo entre esse
polimorfismo e risco para a doenga, embora a utilizagdo de tabaco ndo tenha influenciado essa
interacdo (LEE et al., 2006; RATNASINGHE et al., 2000). Da mesma forma, o alelo
polimorfico aumentou o risco para o linfoma de Hodgkin, cancer que acomete o sistema
linfitico e cujo desenvolvimento envolve processos oxidativos e inflamatorios
(BAECKLUND et al., 2006). No caso do cancer de mama, um estudo indicou que o
polimorfismo GPX1 PRO198LEU aumentou o risco para a doenca (RAVN-HAREN et al.,
2006). Além disso, nesse estudo os autores avaliaram também a influéncia do genétipo sobre
a atividade da GPX, verificando que cada alelo polimérfico reduziu em 5% a atividade
enzimatica.

Em contrapartida, o alelo polimorfico LEU esteve associado a reducdo do risco do
cancer de préstata (ARSOVA-SARAFINOVSKA et al., 2008). Mais especificamente, essa
associacao foi evidente nos pacientes com 65 anos de idade ou mais, mas mdo em individuos
mais novos. De acordo com os autores, uma explicagdo para esse efeito protetor, em principio
paradoxal, seria de que o risco para doenca ndo seria influenciado pelo polimorfismo em
questdo, mas pela co-segregacdo de um polimorfismo funcional em um gene localizado
préximo ao GPX1. Além disso, os autores ndo verificaram influéncia do gendtipo na atividade
da GPX1. De forma semelhante, esse alelo esteve também associado a reducdo do risco de
cancer de pulmdo (RAASCHOU-NIELSEN et al., 2006; YANG et al., 2004).

Além disso, alguns estudos mostram que o polimorfismo GPX1 PRO198LEU néo
ocasionaria nem prote¢do nem aumento do risco para o desenvolvimento do cancer. Ahn et al.
(2005) relatam a possibilidade de que auséncia de associacdo entre o polimorfismo GPX1
PRO198LEU e risco de cancer de mama estaria relacionado a possibilidade de que efeitos no
risco poderiam apenas ser observados em individuos com ingestdo elevada de Se ou frutas e
verduras. Em pacientes com cancer de pele (VOGEL, 2004), célon (HANSEN et al., 2005) ou
figado (EZZIKOURI et al., 2010), também ndo foi observado associacdo entre o0
polimorfismo em questéo e desenvolvimento dos canceres em questdo. Uma meta analise foi
realizada a partir de estudos que avaliaram o polimorfismo GPX1 PRO198LEU e risco para o
desenvolvimento de cancer de mama. A partir dessa analise foi possivel concluir que existe

forte sugestdo de auséncia de associacdo entre o polimorfismo em questdo e risco para o
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desenvolvimento de cancer de mama (HU et al., 2010). A auséncia de associagdo entre esse
polimorfismo e céncer de prostata ndo foi modificada por fatores que afetam o estresse
oxidativo, tais como tabagismo, consumo de alcool e uso de suplementos vitaminicos (CHOI
etal., 2007).

Explicagdo para auséncia de associagdo entre o polimorfismo GPX1 PRO198LEU e
risco para cancer nesses estudos e, inclusive, em nosso, poderia estar relacionado a
possibilidade de que isoladamente polimorfismos comuns ndo apresentariam consequéncia
funcional suficiente para levar ao desenvolvimento do cancer (COX et al., 2006). Nesse caso,
a influéncia de variagbes genéticas no risco de cancer se daria pela somatéria de efeitos de
polimorfismos de baixa penetrancia (CHOI et al., 2007). Anélises mais detalhadas de
polimorfismo por meio de haplétipos, bem como de combinagdo de polimorfismos em genes
relacionados a destoxificacdo de EROs, poderiam esclarecer melhor o resultado encontrado,
visto que o sistema de defesa antioxidante relaciona-se ndo somente a uma Unica enzima
antioxidante, e sim a varias que se relacionam entre si (ARSOVA-SARAFINOVSKA et al.,
2008; ICHIMURA et al., 2004). Assim, por exemplo, isoladamente os polimorfismos GPX1
PRO198LEU e SOD2 VAL16ALA ndo aumentaram o risco para o cancer de mama, enquanto
em individuos homozigotos para ambos os polimorfismos se verificou risco aumentado para a
doenca (COX et al., 2006). Além disso, fatores ambientais poderiam interagir com variaces
genéticas para modular o risco do cancer (ZHUO & DIAMOND, 2009). Nesse sentido, no
caso da enzima GPX1, levando-se em conta a importancia do Se para sua atividade, seria
relevante considerar especificamente o estado nutricional para o micronutriente em estudos

buscando relacionar polimorfismos no gene em questéo e risco de cancer (HESKETH, 2008).



6 CONCLUSAO

Conclui-se que isoladamente o polimorfismo GPX1 PRO198LEU ndo aumentou o
risco para o desenvolvimento do c&ncer epidermdide da cavidade oral e orofaringe. O mesmo
foi observado quando analisada a associacdo do mesmo polimorfismo com o risco de cancer
epidermdide da cavidade oral e orofaringe, levando-se em consideracdo o consumo de tabaco

e ingestdo de alcool.
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