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Oral squamous cell Introduction: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a serious public health problem, due to
carcinoma; its high mortality rate and worldwide rising incidence. OSCC susceptibility is mediated by inter-
Methylenetetra- actions between genetic and environmental factors. Studies suggest that genetic variants en-
hydrofolate coding enzymes involved in folate metabolism may modulate OSCC risk by altering DNA synthe-
reductase; sis/repair and methylation process.

Cystathionine beta- Objective: The goals of this study were to evaluate the association of three genotypic polymor-
synthase; phism (MTHFR C677T, MTHFR A1298C and CBS 844ins68) and oral cancer risk in southeastern
Genetic polymorphism Brazilians and evaluate the interactions between polymorphisms and clinical histopathological

parameters.

Methods: This case-control study included 101 cases and 102 controls in the state of Espirito
Santo, Brazil. MTHFR genotyping was done by PCR-RFLP (polymerase chain reaction - restriction
fragment length polymorphism) and CBS genotyping by PCR (polymerase chain reaction) analysis.
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Results: MTHFR C677T polymorphism was associated with lymph node involvement. Genotype
CT + TT acted as a protective factor. MTHFR A1298C AC + CC genotype was associated with tu-
mor differentiation, and possibly with a better prognosis. In risk analysis, no correlation was
observed between genotypes and OSCC.

Conclusion: We concluded that MTHFR C677T, MTHFR A1298C and CBS 844ins68 polymorphisms
were not associated with OSCC risk in southeastern Brazilians; however, we suggest a prognosis
effect associated with MTHFR C677T and A1298C polymorphisms in OSCC.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-license (https://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/).

Polimorfismos em metilenotetrahidrofolato redutase, cistationina beta-sintase
no cancer de boca - um estudo de caso-controle no Sudeste brasileiro

Resumo

Introducdo: O carcinoma espinocelular oral (CECO) trata-se de um importante problema de
saude publica, devido a elevada taxa de mortalidade e incidéncia crescente em todo o mundo.
A susceptibilidade ao CECO é mediada por interacdes entre fatores genéticos e ambientais. Es-
tudos sugerem que as variantes genéticas que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo
do folato podem modular o risco de CECO, alterando a sintese/reparacao do DNA e o processo
de metilacao.

Objetivo: Os objetivos deste estudo foram avaliar a associacdo de trés polimorfismos genotipi-
cos (MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 844ins68) e o risco de cancer oral em brasileiros da
regido Sudeste, e avaliar as interacdes entre polimorfismos e parametros clinico-histopatologi-
Cos.

Método: Este estudo de caso-controle incluiu 101 casos e 102 controles no estado do Espirito
Santo, Brasil. A genotipagem do polimorfismo MTHFR foi realizada por PCR-RFLP (Reacao de
Polimerase em Cadeia - Polimorfismo no Comprimento de Fragmento de Restricao) e a do CBS
por analise da PCR (Reacao de Polimerase em Cadeia).

Resultados: O polimorfismo MTHFR C677T foi associado ao envolvimento de ganglios linfaticos.
0 gendtipo CT + TT atuou como um fator protetor. O gendtipo MTHFR A1298C AC + CC foi asso-
ciado a diferenciacao do tumor e, possivelmente, a um progndstico melhor. Na analise de risco,
a correlacédo entre os genotipos e o CECO néo foi observada.

Conclusao: Concluimos que os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 844ins68 nao
estao associados ao risco de CECO nos brasileiros da regidao Sudeste; no entanto, sugerimos um
efeito prognostico associado aos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C em CECO.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Else-
vier Editora Ltda. Este € um artigo Open Access sob a licenca CC BY (https://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/).

drofolato (5,10-MTHF) para 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF).
Os polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR podem

0 carcinoma espinocelular oral (CECO) é o oitavo cancer em
humanos mais comum no mundo.' Em 2014, a expectativa de
novos casos de cancer oral foi de cerca de 15.290 novos e,
no Sudeste, esse tipo de cancer é o quarto entre os homens
e o décimo entre as mulheres.? O CECO € uma doenca multi-
fatorial, afetada por fatores ambientais amplamente conhe-
cidos, como alcool e tabaco, bem como por fatores genéticos,
dos quais pouco se sabe. Os polimorfismos em determinados
genes podem conferir susceptibilidade para o desenvolvimen-
to CECO. Estudos tém demonstrado uma relacao entre os
polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo do fola-
to e o risco de CECO, devido a sua influéncia sobre a metila-
cao, a sintese e a reparacao do DNA.37

0 gene da MTHFR codifica a enzima metilenotetrahidrofola-
to redutase, que € importante para a homeostase intracelular
de folato e a conversao irreversivel de 5,10-metilenotetrahi-

estar associados a susceptibilidade ao cancer oral devido a
alteracoes na atividade catalitica. O polimorfismo C677T re-
sulta em uma enzima com 65% da atividade homozigoto selva-
gem para heterozigotos e 30% para homozigotos do alelo
variante.®?® O polimorfismo MTHFR A1298C esta localizado na
regidao de dominio regulamentar. Individuos homozigoticos
1298C tém, aproximadamente, a mesma atividade enzimatica
daqueles heterozigoticos. ! A reducao da atividade da enzima
MTHFR aumenta a disponibilidade de folato para a producao
de timidilato e de purinas para a sintese e reparacao do DNA.™

0 gene CBS codifica a cistationina beta-sintase (CBS), tam-
bém envolvida na via de folato, que decorre da conversao de
homocisteina em cistationina. O polimorfismo CBS 844ins68
foi associado a menos tempo de sobrevida em pacientes com
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco.™ Por-
tanto, este estudo teve como objetivo investigar a frequén-
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cia e a associacao dos polimorfismos MTHFR e CBS na
susceptibilidade ao cancer oral da populacao do Espirito
Santo, Brasil, e seu potencial impacto sobre o resultado do
prognostico.

Método
Amostras

Neste estudo de caso-controle, amostras de sangue foram co-
letadas de 101 pacientes com diagndstico histopatoldgico con-
clusivo de carcinoma epidermoide oral, obtidas na Divisao de
Cabeca e Pescoco do Hospital Santa Rita de Cassia. Desse total,
69 individuos foram classificados pela cor da pele e outras
caracteristicas fisicas: 22 como brancos (caucasianos, princi-
palmente descendentes portugueses); 32 como pardos (mistu-
ra étnica de europeus, africanos e amerindios); e 15 como
negros (afrodescendentes), com base na classificacao oficial
do Censo Demografico Brasileiro. Todos os pacientes eram re-
sidentes do estado do Espirito Santo (ES, Brasil) e foram recru-
tados aleatoriamente de 2011 a 2013. Foram incluidos nesse
estudo pacientes de ambos os sexos com mais de 35 anos de
idade que aceitaram participar da pesquisa. Os critérios de
exclusao foram pacientes com CCE em outros locais e aqueles
que receberam radioterapia, quimioterapia, cirurgia ou qual-
quer outro tratamento antes de seu recrutamento.

0 grupo controle foi composto por 102 individuos residen-
tes no Espirito Santo, Brasil, que foram encaminhados para
avaliacdo clinica e tinham histoéria de cancer familiar nega-
tiva, e nao apresentavam lesoes bucais pré-malignas ou ma-
lignas no momento da coleta de amostras. O grupo controle
foi equiparado por idade e sexo. Como estavam disponiveis
para os controles apenas dados parciais, em relacao a habitos
como tabagismo e uso de alcool, estes nao foram incluidos
para equiparacao com os casos. Todos os individuos assinaram
o termo de consentimento informado, aprovado por conse-
lhos de revisao institucional. Este trabalho foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicao
(CEP Protocolo n° 318/2011).

As caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes anali-
sados foram: estagio (estagio inicial I-Il e tardio Ill-1V) e ta-
manho (T1, T2, T3 e T4) do tumor; estadio nodal (N,
positivo e NO, negativo), de acordo com a classificacao TNM';
grau histolopatologico (tumores bem, moderadamente e
pouco diferenciados)'®; e consumo de cigarros. Todas as in-
formacoes necessarias a respeito dos parametros clinicos e
histopatologicos foram obtidas de laudos médicos. Os parti-
cipantes nao foram classificados em grupos étnicos ou pela
cor da pele.

Testes de genotipagem

O DNA gendmico foi isolado através de extracao com fenol/
cloroférmio. Os polimorfismos MTHFR C677T e MTHFR A1298C
foram genotipados pelo método PCR-RFLP (Reacao em Cadeia
da Polimerase - Polimorfismo no Comprimento de Fragmento
de Restricao), como descrito anteriormente.?'" Todas as rea-
¢oes incluiram controles positivos e negativos. Aproximada-
mente 20% das amostras foram selecionadas aleatoriamente
para o procedimento repetido de genotipagem. A reproduti-
bilidade foi de 100%.

Atransicao C — T cria um local de restricao para a enzima
Hinf 1. O produto da PCR (198 bp) foi digerido usando a enzima
Hinf1 e visualizado por eletroforese em géis de poliacrilamida
a 8% e coloracao com nitrato de prata. Os produtos da PCR
incluiam um Unico fragmento 198 bp para homozigéticos de
tipo selvagem (CC); 198, 175 e 23 pb para fragmentos hetero-
zigotos (CT); e 175 e 23 pb para homozigoto mutante (TT).

0 polimorfismo MTHFR 1298AC elimina o sitio de restricao
Mboll.

0 gendtipo selvagem (AA) produziu cinco fragmentos de
56, 31, 30, 28 e 18 pb; enquanto o heterozigoto (AC) produ-
ziu seis fragmentos de 84, 56, 31, 30, 28 e 18 pb; e os mu-
tantes homozigotos (CC) produziram quatro fragmentos de
84, 31, 30 e 18 pb.

Tabela 1 Caracteristicas clinicas dos pacientes com cancer
e individuos controle

Caracteristicas Pacientes  Controles p
n (%) n (%)
Género
Femino 20 (19,8) 20 (19,6) 0,972
Masculino 81 (80,2) 82 (80,4)
Idade, anos
<55 47 (46,5) 56 (54,9) 0,233
> 55 54 (53,5) 46 (45,1)
Grupo étnico
Brancos 22 (31,9) - -
Pardos 32 (46,4) -
Negros 15 (21,7) -
Exposicdo ao tabaco
Consumidor 73 (72,3) 0 (0,0) -
Nao consumidor 28 (27,7) 0 (0,0)
Desconhecido? 0 (0,0) 102 (100,0)
Estdgio do tumor
Inicial (I, 1) 25 (24,7) - -
Avancado (lll, IV) 76 (75,3) -
Tamanho do tumor®
T1 12 (11,9) - -
T2 22 (21,8) -
T3 17 (16,8) -
T4 50 (49,5) -
Estado nodal®
NO 50 (49,5) - -
N+ 51 (50,5) -
Grau histopatoldgico
Bem 25 (24,7) - -
Moderado 29 (28,7) -
Pouco 5 (5,0) -
Nao disponivel® 42 (41,6) -
Total 101 (49,8) 102 (50,2)

2 Desconhecido (nao considerados nos calculos estatisticos).
® Nao disponivel (nao considerados nos calculos estatisticos).
¢ Classificacao TNM.
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Tabela 2 Distribuicao dos genotipos MTHFR e CBS entre pacientes com cancer oral e grupo controle

Genotipos Total Pacientes Controles p
n (%) n (%) n (%)
MTHFR C677T
cc 100 (49,2) 50 (49,5) 50 (49,0) 0,438
CcT 86 (42,4) 45 (44,6) 41 (40,2)
TT 17 (8,4) 6 (5,9) 11 (10,8)
MTHFR A1298C
AA 113 (55,7) 60 (59,4) 53 (52,0) 0,541
AC 80 (39,4) 36 (35,6) 44 (43,1)
cc 10 (4,9) 5 (5,0) 5 (4,9)
CBS 844ins68
NN 163 (80,3) 76 (75,2) 87 (85,3) 0,112
NI 38 (18,7) 24 (23,8) 14 (13,7)
Il 2 (1,0) 1 1
Total 203 (100,0) 101 (49,8) 102 (50,2)

N, nao insercao; |, insercao.

Os polimorfismos CBS 844ins68 foram caracterizados por
separacao do tamanho diferencial apds PCR, como descrito
anteriormente.’ O alelo polimorfico resulta da insercao de
68 pb no exon 8. O alelo major (I) apresentou um fragmento
239 pb, e o alelo normal (N) apresentou um fragmento de
171 pb.

Analise estatistica

As frequéncias genotipicas foram testadas para o equilibrio
Hardy-Weinberg (HWE). Os testes Qui-quadrado e exato de
Fisher foram usados para analise de associacao, e a confir-
macao foi obtida pelo teste de Lilliefors (significancia consi-
derada quando p < 0,05). A regressao logistica multivariada
foi usada para obter odds ratio (OR) e intervalos de confian-
ca de 95% (IC 95%). Os calculos estatisticos foram realizados
com o uso do programa Epi InfoH 3.4.3 de 2007. O desequi-

librio de ligacao (LD) e a analise dos haplotipos foram con-
duzidos usando o programa Haploview

Resultados

As caracteristicas de 101 pacientes com cancer oral e 102 con-
troles estao apresentadas na tabela 1. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos (p > 0,05).

As frequéncias genotipicas para MTHFR C677T, A1298C e
CBS 844ins68 em controles e em pacientes com cancer oral
estao apresentadas na tabela 2.

A distribuicao dos genotipos dos trés polimorfismos gené-
ticos nao foi significantemente diferente entre o cancer oral
e o grupo controle (p > 0,05) (tabela 2). As frequéncias dos
alelos MTHFR C677T, A1298C e CBS 844ins68 em controles e
em pacientes com cancer oral estdo apresentadas na tabela

Tabela 3 Distribuicao dos alelos MTHFR e CBS entre pacientes com cancer oral e grupo controle

Alelo Pacientes Controles p
n (%) HWE n (%) HWE
X P X P
MTHFR C677T
C 145 (71,8) 1,006 0,316 141 (69,1) 0,348 0,555 0,556
T 57 (28,2) 63 (30,9)
MTHFR A1298C
A 156 (77,2) 0,018 0,893 150 (73,5) 1,193 0,275 0,387
C 46 (22,8) 54 (26,5)
CBS 844ins68
N 176 (87,1) 0,357 0,550 188 (92,2) 0,260 0,610 0,096
| 26 (12,9) 16 (7,8)

HWE, equilibrio de Hardy-Weinberg; x2, Qui-quadrado; N, nao insercéo; |, insercao.
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Tabela 4 Desequilibrio de ligacédo e analise dos haplotipos para os alelos de C677T e A1298C

Haplotipo Casos Controles e p-valor OR (IC 95%)

2n = 202 2n = 204
C-A 301 291 - - 1
Cc-C 191 195 0,173 0,676 0,946 (0,817-1,364)
T-A 231 213 0,141 0,706 1,048 (0,745-1,220)
T-C 103 117 1,040 0,307 0,851 (0,861-1,602)

Tabela 5 Caracteristicas clinicopatologicas de pacientes com CECO e relacdo com os polimorfismos da MTHFR estudados

Caracteristicas

Genotipo MTHFR C677T

cc CcT TT p CT+TT p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Estdgio do tumor
Inicial (I, 1) 12 (24,0) 11 (24,4) 2 (33,3) 0,880 13 (25,5) 0,862
Avancado (lll, IV) 38 (76,0) 34 (75,6) 4 (66,7) 38 (74,5)
Tamanho do tumor?
T1 5 (10,0) 5 (11,1) 2 (33,3) 0,569 7 (13,7) 0,716
T2 12 (24,0) 10 (22,2) 0 (0,0) 10 (19,6)
T3 10 (20,0) 6(13,3) 1(16,7) 7 (13,7)
T4 23 (46,0) 24 (53,3) 3 (50,0) 27 (52,9)
Estado nodal®
NO 19 (38,0) 28 (62,2) 3 (50,0) 0,062 31 (60,8) 0,022
N+ 31 (62,0) 17 (37,8) 3 (50,0) 20 (39,2)
Grau histopatologico
Bem 10 (20,0) 15 (33,3) 0 (0,0) 0,192 15 (29,4) 0,238
Moderado 12 (24,0) 14 (31,1) 3 (50,0) 17 (33,3)
Pouco 4 (8,0) 1(2,2) 0 (0,0) 1(2,0)
N&o disponivel® 24 (48,0) 15 (33,3) 3 (50,0) 18 (35,3)
Caracteristicas MTHFR A1298C gendtipo
AA AC cc p AC + CC p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Estdgio do tumor
Inicial (I, 1) 14 (23,3) 10 (27,8) 1 (20,0) 0,860 11 (26,8) 0,689
Avancado (Ill, 1V) 46 (76,7) 26 (72,2) 4 (80,0) 30 (73,2)
Tamanho do tumor?
T1 6 (10,0) 6 (16,7) 0 (0,0) 0,747 6 (14,6) 0,512
T2 16 (26,7) 5 (13,9) 1 (20,0) 6 (14,6)
T3 10 (16,7) 6 (16,7) 1 (20,0) 7 (17,1)
T4 28 (46,7) 19 (52,8) 3 (60,0) 22 (53,7)
Estado nodal®
NO 30 (50,0) 19 (52,8) 1 (20,0) 0,386 20 (48,8) 0,904
N+ 30 (50,0) 17 (47,2) 4 (80,0) 21 (51,2)
Grau histopatologico
Bom 8 (13,3) 14 (38,9) 3 (60,0) 0,037 17 (41,5) 0,007
Moderado 18 (30,0) 10 (27,8) 1 (20,0) 11 (26,8)
Mau 5 (8,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
N&o disponivel® 29 (48,3) 12 (33,3) 1 (20,0) 13 (31,7)

2 Classificacao TNM.

® Nao disponivel (nao considerados nos calculos estatisticos).
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3. Todos os polimorfismos testados estao no equilibrio de
HWE.

O programa Haploview foi usado para a analise do LD e
haplétipo em alelos de MTHFR C677T e A1298C (tabela 4).
Verificamos que ndo houve diferenca para os haplétipos nos
dois grupos (p > 0,05), o que sugeriu que eles nao aumentam
o risco de cancer.

Os pacientes foram avaliados de acordo com a etnia, mas
nao foi observada prevaléncia do alelo polimérfico em grupos
étnicos. A prevaléncia do alelo C (polimorfismo MTHFR
C677T) foi maior nos trés grupos étnicos (brancos: 63,6%;
negros: 73,3%; pardos: 82,8%). Para o polimorfismo MTHFR
A1298C, o alelo A predominou em todos os grupos étnicos
(brancos: 72,7%; negros: 83,3% e pardos: 76,6%) e, finalmen-
te, a presenca do alelo tipo selvagem para o polimorfismo
CBS 844ins68 também foi mais prevalente em todos os grupos
étnicos (brancos: 86,4%; negros - 86,7% e pardos - 89,1%).
Esses dados demonstram a ampla mistura de racas no grupo
caso.

Ainteracao entre os genotipos e as caracteristicas clinico-
patologicas foi adicionalmente analisada (tabelas 5 e 6).
O polimorfismo MTHFR C677T esta associado aos linfonodos
positivos, e a combinacdo dos gendtipos CT + TT atua como
um fator de protecdo. A analise multivariada (IC 95%) consi-
derando o tamanho do tumor revelou que a combinacao dos
gendtipos CT + TT gera um risco de metastase linfatica trés
vezes menor que o genoétipo CC (p = 0,012) (tabela 7).

Observamos que o polimorfismo A1298C esta relacionado
com a diferenciacao do tumor. Os genotipos AC + CC foram
mais frequentes em tumores bem diferenciados, enquanto o

Tabela 6 Caracteristicas clinicopatologicas de pacientes
com CECO e relacao com o polimorfismo CBS estudado

Caracteristicas Genotipo CBS 844ins68

Nao insercao  Insercao p

n (%) n (%)
Estdgio do tumor
Inicial (I, Il) 18 (23,7) 7 (28,0) 0,664
Avancado (lll, IV) 58 (76,3) 18 (72,0)
Tamanho do tumor?
T1 8 (10,5) 4(16,0) 0,792
T2 18 (23,7) 4 (16,0)
T3 13 (17,1) 4 (16,0)
T4 37 (48,7) 13 (52,0)
Estado nodal®
NO 40 (52,6) 10 (40,0) 0,273
N+ 36 (47,4) 15 (60,0)
Grau
histopatologico
Bem 19 (25,0) 6 (24,0) 0,462
Moderado 22 (28,9) 7 (28,0)
Pauco 5 (6,6) 0 (0,0)
Nao disponivel® 30 (39,5) 12 (48,0)

2 Classificacao TNM.
® Nao disponivel (ndo considerados nos calculos estatisticos).

Tabela 7 Analise multivariada do estado nodal, de acordo
com o tamanho do tumor e o polimorfismo MTHFR C677T

Estado nodal (N)?

Variavel Analise multivariada
OR (IC 95%) p

Tamanho do tumor (T)?

T1, T2 1

T3 3,07 (0,87-10,87) 0,083

T4 6,46 (2,32-17,95) < 0,001
MTHFR C677T

cC 1

CT+TT 0,32 (0,13-0,77) 0,012

OR, Odds ratio; IC, intervalo de confianca.
2 Classificacao TNM.

genotipo AA foi mais frequente em tumores moderadamente
ou pouco diferenciados (p = 0,007) (tabela 5).

Nao houve associacao estatisticamente significativa entre o
polimorfismo CBS 844ins68 e as variaveis analisadas (tabela 6).

Discussao

A deficiéncia de folato tem sido associada a doencas como o
cancer. Portanto, o papel dos polimorfismos genéticos das
enzimas do metabolismo de folato ja foi investigado em va-
rios tipos de cancer.":'® Entre essas enzimas, investigamos
MTHFR e CBS em CECO.

0 nosso estudo relatou, pela primeira vez, a associacao
entre as metastases em linfonodos e a combinacao de CT +
TT no polimorfismo MTHFR C677T atuando como um fator de
protecao (p = 0,022). Além disso, outros estudos sugeriram
um melhor progndstico para os pacientes com cancer oral
com os gendtipos CT ou TT. Tsai et al.” mostraram que os
pacientes com 677CT + TT apresentam um risco menor de
metastase em comparacdo com aqueles com CC, e Sailasree
et al.?? mostraram melhora da sobrevida.

O efeito protetor pode ocorrer devido a sua menor eficién-
cia para a metilacao do DNA.2' MTHFR converte 5,10-MTHF
em 5-MTHF; o 5,10-MTHF é usado para a conversao de dUTMP
em dTMP; enquanto o 5-MTHF é o doador de metil para a
sintese de metionina e S-adenosilmetionina em reacdes de
metilacdo.? Individuos com os gendtipos MTHFR 677TT e
MTHFR 677CT apresentam enzimas com atividade diminuida,®
portanto, tendem a acumular 5,10-MTHF, causando uma al-
teracao na via, o que leva a diminuicao da metilacao do
DNA.?' Um nivel baixo de metilacdo do DNA gendmico poderia
diminuir a chance de hipermetilacao em genes relacionados
ao cancer, levando a um nimero menor de mutacées por
desaminacao espontanea de 5-metilcitosina (5mC). A hiper-
metilacao favorece a iniciacao e a progressao do cancer ao
silenciar genes supressores tumorais ou genes de reparo do
DNA.?* A maioria das mutacdes encontradas em cancros é
constituida de transicdes C — T em sequéncias CG:CG, devi-
do as altas frequéncias de desaminacao espontanea de
5mC.%4% A falta de metilacao de citosina poderia evitar as
mutacées C — T.
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Além disso, o polimorfismo MTHFR A1298C foi associado a
diferenciacao do tumor. Os genotipos AC + CC foram mais
frequentes nos tumores bem diferenciados (p = 0,007), que
também podem estar associados a um melhor prognostico;
enquanto o gendtipo AA teve uma frequéncia mais elevada
em tumores moderadamente ou pouco diferenciados. Embo-
ra o valor prognostico do grau histologico seja controverso
em CECO, alguns estudos sugerem que os carcinomas pouco
diferenciados tendem a gerar metastase e estao associados
a diminuicao da taxa de sobrevida.?® No entanto, nao ha
consenso na literatura sobre se a classificacdo histologica do
tumor é um bom parametro isolado de valor prognéstico.
0 grau histopatoldgico do tumor, juntamente com fatores
prognosticos adicionais e estadiamento TNM, podem propor-
cionar um melhor suporte para a decisao terapéutica.

No entanto, neste estudo com a populacao brasileira do
Sudeste, nao observamos associacao entre os polimorfismos
MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 844ins68 e a susceptibi-
lidade ao cancer oral. Alguns estudos também descobriram
um risco reduzido nao significativo para o genotipo MTHFR
677TT no cancer oral.?22 Em contraste, Sailasree et al.?
descobriram que C677T estava associado a predisposicao ao
cancer oral, com um risco reduzido para individuos com ge-
notipo CT + TT. Estudos de meta-analise?>* mostraram uma
associacao marginal ou nenhuma associacao do polimorfismo
MTHFR C677T com o risco de cancer oral. Os resultados con-
flitantes sobre as associacoes entre os polimorfismos MTHFR
C677T e os riscos para CECO podem ocorrer devido as dife-
rentes etnias, subtipos e exposicao a dietas regionais e ex-
posicao a cancerigenos locais.

Para o polimorfismo A1298C, alguns estudos concordam
com nossos resultados, incluindo um estudo de meta-anali-
se, %2031 que mostrou a falta de associacdo com o risco de
cancer oral. No entanto, a meta-analise demonstrou que o
alelo C possui um possivel papel preventivo para o cancer
oral.?

Em nosso estudo, o alelo de insercao CBS 68bp (I) nao foi
associado ao risco de CECO, nem com o genotipo heterozigo-
to (I/N) ou gendtipo homozigoto polimorfico (I/1), corrobo-
rando os resultados de Gabiallti et al.,? mas diferente dos
resultados para outros tipos de tumores, como cancer de
prostata e do trato gastrointestinal superior.333

A prevaléncia do genoétipo para o polimorfismo MTHFR
C677T varia entre as diferentes populacoes humanas. Em
indigenas, a frequéncia do genotipo TT é inferior a 1%,2°
enquanto nos mexicanos a frequéncia é superior a 30%; ja em
nossos controles a frequéncia foi de 10,8%, o que é compa-
ravel com relatos anteriores de populacoes chinesas e por-
to-riquenhas,?”:3537 e também de regides do Brasil.3 As
frequéncias do genotipo TT demonstradas em estudos com
populacoes do Sudeste do Brasil variaram de 4,4% a 14% no
estado de Sao Paulo.***"*2 Nos controles, a prevaléncia dos
genotipos variantes (CC) do polimorfismo MTHFR A1298C em
nosso estudo foi de 4,9%, semelhante a estudos no Nordeste
do Brasil e também em outras populacées do mundo, como
China, Japao, Polonia, Italia e Estados Unidos.'***® No en-
tanto, os resultados diferiram das frequéncias observadas no
estado de Sao Paulo, com frequéncias de 6,1% e 8,8%.4-4

Em nosso estudo, o alelo de insercao (l) de 68bp no gene
CBS foi observado em 7,8% da populacao controle. Uma fre-
quéncia similar (7%) foi observada na populacdo paquistane-
sa*’; entretanto, as frequéncias alélicas foram mais altas em

outro estudo realizado em Sao Paulo, Brasil.3? Assim como
apontado em outra pesquisa,** em nosso estudo, o polimor-
fismo CBS 844ins68 nao foi associado a caracteristicas clinicas
ou histopatologicas.

Conclusao

Em conclusao, os genotipos MTHFR C677T CT e TT foram
associados ao envolvimento de linfonodos, agindo como um
fator de protecao em CECO, e o genotipo MTHFR A1298C AC
+ CC foi associado a diferenciacdo do tumor, que pode estar
vinculada a um melhor prognoéstico. No entanto, os resulta-
dos precisam ser confirmados em estudos mais amplos com
pacientes e controles pareados por habito de fumar.
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