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Abstract

Methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR) C677T polymorphism may be a risk
factor for head and neck squamous cell carcinoma due to changes in folate levels that can induce
disorders in the methylation pathway, which results in carcinogenesis. Aim: To evaluate MTHFR
C677T polymorphism in patients with head and neck squamous cell carcinoma and in individuals
with no history of cancer, and to assess the association of this disease with clinical histopathological
parameters. Series and Methods: A retrospective study that assessed gender, age, tobacco, alcohol
consumption and clinical histopathological parameters in 200 patients (100 with disease and 100
with no history of cancer). PCR-RFLP molecular analysis was carried out and the chi-square test and
multiple logistic regression were applied for the statistical analysis. Results: There was no association
between MTHFR C677T polymorphism and head and neck cancer (p = 0.50). Significant differences
between the study and control groups were observed at age over 50 years, tobacco use, and male
gender (p <0.001). There was no association of disease with clinical-histopathological parameters.
Conclusion: No association between the MTHFR C677T polymorphism and head and neck squamous
cell carcinoma was possible in this study.

Resumo

O polimorfismo C677T do gene metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR) pode ser um fator
de risco para o carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco devido a alteracdes nos niveis de
folato que podem induzir alteracdes na metilacdo intracelular, promovendo a carcinogénese. Obje-
tivo: Avaliar o polimorfismo MTHFR C677T em pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoco e em individuos sem historia de neoplasia e verificar a associacao desta doenca com as
caracteristicas clinico-patologicas. Casuistica e Métodos: Estudo retrospectivo no qual foram ava-
liados género, idade, tabagismo, etilismo e parametros clinico-histopatolégicos em 200 individuos
(100 com a doenca e 100 sem histéria de neoplasia). A analise molecular foi realizada pela técnica
de PCR- RFLP e os testes qui-quadrado de Pearson e Regressao Logistica Multipla foram utilizados
para andlise estatistica. Resultados: Nao houve associacdo entre o polimorfismo MTHFR C677T e
a doenca (p=0,50). Diferengas significantes entre o grupo de pacientes e o grupo controle foram
observadas para idade superior a 50 anos, habito tabagista e género masculino (p<0,001). Nao hou-
ve associacdo da doenca com os parametros clinico-histopatolégicos. Conclusido: Nao foi possivel
estabelecer uma associacdo entre o polimorfismo MTHFR C677T e o carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco.
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INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco ¢
um dos cinco tipos de cinceres mais comuns no mundo.
Apresenta-se em sexto lugar em mortalidade por cancer
e inclui canceres de cavidade oral (40%), faringe (15%) e
laringe (25%)".

Os pacientes com carcinoma espinocelular de cabe-
ca e pescoco geralmente sao diagnosticados num estagio
tardio da doenca; aproximadamente 75% dos diagnosticos
sao realizados no estadio III ou IV. Essa situacdo torna-se
pior em paises em desenvolvimento, como India, Tailindia
e Brasil®, paises onde esse tipo de cincer é mais comum?.
Os individuos com esta doenca apresentam uma taxa de
sobrevida que atinge em média cinco anos’. Além disso, a
expectativa de vida em cinco anos € de aproximadamente
50%, quando ha presenca de metdstases linfonodais®’.
Apesar das novas técnicas cirargicas, radioterapia e uso
concomitante da quimioterapia, nao se observa aumento
significativo da taxa de sobrevida nas Gltimas décadas®>%%,

Estudos epidemiologicos sugerem uma etiologia
multifatorial para esse tipo de cincer e dentre os fatores
que predispoem a doenca estao tabagismo, etilismo, in-
feccao oral pelo virus papiloma humano (HPV) e fatores
genéticosh 710,

Polimorfismos genéticos que resultam nesta defici-
éncia parecem contribuir para o desenvolvimento do car-
cinoma espinocelular de cabeca e pescoco e outros tipos
de cancer, devido a influéncia do folato no processo de
metilacao do DNA que € a transferéncia de grupos metil
(CH3) para a posicao 5 de residuos de citosinas localiza-
das em dinucleotideos citosina-guanina (CpG), por meio
de reacoes catalisadas por proteinas denominadas DNA
metiltransferases'!. Esta modificacio epigenética do DNA
possui varios papéis funcionais, incluindo controle da
expressao génica, estabilidade da estrutura da cromatina
e manutencao da estabilidade gendmica'*.

O polimorfismo C677T do gene Metilenotetra-
hidrofolato redutase (MTHFR) parece estar relacionado a
suscetibilidade ao cancer devido a diminuicao da atividade
da enzima MTHFR envolvida no metabolismo do folato,
que pode ocasionar um descontrole da expressao génica,
instabilidade genémica e inducao da carcinogénese 2.

Devido a grande variedade étnica e geografica na
frequéncia da variante C677T do gene MTHIR, estudos
tém avaliado o equilibrio de Hardy-Weinberg deste gene
em diferentes populacoes para verificar se as frequéncias
alélicas permanecem inalteradas ao longo das geracoes. A
meta-andlise de Jim et al. (2009)* que estudou cinco po-
pulacoes de etnia asiatica e outras cinco de etnia europeia
ou americana confirmou que a distribuicao genotipica do
grupo controle em dois estudos nio estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. Ja o estudo de Suzuki et al. (2007)",
Solomon et al. (2008)* e Kruszyna et al. (2009)*” em po-

pulacao oriental, polonesa e indiana, respectivamente, as
frequéncias genotipicas apresentaram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Baseado nas presentes evidéncias, o objetivo deste
trabalho foi identificar o polimorfismo MTHFR C677T em
pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pes-
coco e em individuos sem historia de neoplasia, avaliar a
associacdo deste polimorfismo com caracteristicas clinicas
analisadas e investigar a associacio dos dados demogra-
ficos (idade e género) e fatores de risco (tabagismo e
etilismo) com a doenca.

CASUISTICA E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da
instituicao sob nimero 5566/2005.

Um total de 200 individuos foi incluido neste estudo,
sendo 100 pacientes (84 homens e 16 mulheres, média
de idade (DP) de 59,05 + 10,4 anos) com diagndstico
histopatologico de carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoco, procedentes de um hospital universitario do
noroeste do estado de Sao Paulo e 100 individuos sem
histéria de neoplasia (76 homens e 24 mulheres, média
de idade (DP) de 43,61 + 2,2 anos. Os individuos foram
incluidos no estudo apés a obtencdao do Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido.

No grupo controle foram inclusos individuos pro-
venientes do Hemocentro de Sao José de Rio Preto sem
diagnostico de cancer de acordo com o protocolo de
doadores de sangue que avalia a ocorréncia de 20 do-
encas (http://www.hemonline.com.br/portarias/rdc153/
indexframe.htm). O critério de inclusao foi idade acima
de 40 anos e o critério de exclusao foi historia familial de
cancer na familia e presenca de qualquer doenca avalia-
da no protocolo de doagio de sangue. O grupo caso foi
composto de pacientes com diagndstico de carcinoma de
cabeca e pescoco feito a partir de espécimes patologicos
ou apods excisao total ou biépsia. Como critério de inclu-
sao foram avaliados apenas os pacientes com tumores do
tipo histologico espinocelular e foram excluidos do estudo
pacientes previamente tratados.

As variaveis analisadas foram idade, género, expo-
sicio a fatores de risco (consumo de dlcool e cigarro) e
parametros clinicos relacionados ao tumor. Foram con-
siderados tabagistas individuos que consumiram cerca
de 100 cigarros durante toda vida e etilistas aqueles que
bebem mais de quatro drinques por semana*#. Quanto
aos parametros clinicos, foram analisados os sitios prima-
rios de ocorréncia do tumor (subdivididos em cavidade
oral, faringe e laringe) e os tumores foram classificados de
acordo com os parametros da Union International Con-
trol Cancer (IUCC), 2002 e American Joint Committee for
Cancer (AJCC), 2002, em trés critérios: tamanho do tumor
(T), presenca de linfonodos regionais comprometidos
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(N). Todas as informacdes sobre os parametros clinico-
patolégicos foram obtidas através dos prontudrios médicos

O DNA genOmico extraido, segundo Miller et al.
(1998),%° com modificacoes foi amplificado pela técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction), segundo Yi et al.
em 2002%. O produto da amplificacio foi submetido a
digestao com a enzima de restricio Hinf I, segundo as
instrucoes do fabricante, para deteccio do sitio polimortico
(MTHFR 677T).

O modelo de regressao logistica multipla foi utili-
zado para avaliar o efeito das varidveis e da distribuicio
genotipica entre os grupos. As varidveis incluidas no mo-
delo foram: idade (referéncia: idade abaixo da mediana
de ambos os grupos), género (referéncia: sexo feminino),
habito tabagista (referéncia: nio fumantes); habito etilista
(referéncia: nao etilistas).

As caracteristicas clinico-patologicas também foram
analisadas por regressao logistica multipla. A classificacio
T foi igual em tumores com pequena extensao (T1, T2) e
com grande extensao (T3, T4). A classificacao N foi divi-
dida em comprometimento de linfonodos negativo (NO)
e positivo (N1, N2, N3).

Os resultados foram apresentados em odds ratio
(OR) e intervalo de confianca de 95% (IC - 95%). O nivel
de significancia foi estabelecido em 5% (p=0,05). A andlise
estatistica foi realizada por meio dos programas computa-
cionais Bioestat e Instat.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os dados sécio-demograficos dos
100 pacientes com carcinoma espinocelular da cabeca e
pescoco e dos 100 individuos sem historia de neoplasia.
Diferencas significantes entre o grupo de pacientes e o
grupo controle foram observadas para idade superior a
50 anos, hdbito tabagista e género masculino (p < 0,001).
Cento e sessenta dos participantes foram homens (80% - 84
pacientes e 76 controles) e 40 foram mulheres (20% - 16
pacientes e 24 controles). O grupo caso apresentou 88%
dos individuos fumantes comparado com 43% do grupo
controle. Quanto ao consumo de alcool, 77% dos pacientes
e 49% dos individuos controles eram etilistas e nao houve
diferenca significante entre os grupos (p=0,00).

O equilibrio de Hardy-Weinberg mostrou que as
distribuicoes genotipicas foram semelhantes as espera-
das entre os pacientes (X* = 1,18; p = 0,23) e entre 0s
individuos controles (X? = 0,23; p = 0,63). As frequéncias
genotipicas CC, CT e CC do polimorfismo C677T foram
44%, 43% e 13% respectivamente, para os pacientes e
46%, 40% e 14% respectivamente, para os controles. Nao
houve diferenca significante entre os grupos em relacao
a distribuicao genotipica (p= 0,92).

As frequéncias alélicas para os pacientes com cancer
de cabeca e pescoco foram respectivamente (C=0,65 e
T=0,35) e para os individuos controles (C=0,66 e T=0,34)

Tabela 1. Distribuicao dos demograficos, fatores de risco, gendtipos MTHFR C677T e Odds ratio (OR) em pacientes com carcinoma espinoce-
lular de cabega e pescoco e em individuos sem histéria de neoplasia.

Variaveis Pacientes (n = 100) % Controles (n = 100) % OR (IC 95%) p
Idade
média (anos) 59,05 43,61
< 50 anos 19 79 Referéncia < 0.001
> 50 anos 81 21 20,81 (9.01-48.09)
Género
Feminino 16 24 Referéncia
Masculino 84 76 0,27 (0.09-0.82) 002
Tabagismo
Nao 88 43 Referéncia
0,001
Sim 12 57 5,03 (1.93-13.15)
Etilismo
Nao 23 51 Referéncia
Sim 77 49 2,38 (0.94-6.05) 0,06
Polimorfismo C677T
CC 44 46 Referéncia
CT/TT 43/13 40/14 1,31 (0,59-2,93) 050

*Ajustado para idade, género, consumo de cigarro e alcool. (Multiple logistic regression). Houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos para idade acima de 50 anos, género masculino e habitos tabagistas e etilistas.
Foram considerados tabagistas individuos que consumiram até 5 cigarros por dia. Foram considerados etilistas individuos que consumiram em

média até 4 drinques por semana. (Regressao Logistica Multipla).
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Tabela 2. Distribuicdo dos parametros clinico-patoldgicos e polimorfismo MTHFR C677T.

Cliri:ii:it/e(r-::ztr:%?ispos Frequéncia OR (IC 95%) p
Cavidade Oral
MTHFR CC 14 Referéncia 0,51
MTHFR CT/TT 22 1,46 (0,47-4,55)
Faringe
MTHFR CC 11 Referéncia 0,52
MTHFR CC/TT 11 0,722 (0,27-1,96)
Laringe
MTHFR CC 14 Referéncia 0,96
MTHFR CT/TT 17 1,02 (0,43-2,44)
T1eT2
MTHFR CC 17 Referéncia
MTHFR CT/TT 32
T3eT4 0.08
MTHFR CC 19 0,45 (0,19-1,10)
MTHFR CT/TT 15
NO
MTHFR CC 29 Referéncia
MTHFR CT/TT 37
N 0,62
MTHFR CC 1,36 (0,39-4,78)
MTHFR CT/TT 15

*Foram considerados somente os tumores de cavidade oral, faringe e laringe. A analise foi feita somente em pacientes com dados completos.
Gendtipos MTHFR CT ou TT comparados com parametros clinicos. Referéncia: MTHFR CC (Regressao Logistica Mdltipla)

e também nio se observou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p=1,00).

O teste de regressao logistica multipla foi realizado
para avaliacio do efeito das variaveis no desenvolvimento
da doenca (gendtipos estudados, idade, género, tabagismo
e etilismo) (Tabela 1). A idade superior a 50 anos (OR
= 20,81; IC= 9,01 a 48,09; p < 0,0001) e tabagismo (OR=
5,03; IC =1,93 a 13,15; p < 0,001) foram fatores preditores
da doenca.

Quanto aos parametros clinicos, nio foram obser-
vadas associacoes entre o polimorfismo e os sitios prima-
rios do tumor (cavidade oral, faringe e laringe), extensao
tumoral e comprometimento de linfonodos. Um total
de 34% dos pacientes apresentou como sitio primdrio a
cavidade oral, 31% a laringe e 22% a laringe. O restante
apresentou sitio primario desconhecido. Em relacio ao
TNM, as categorias T1 ou T2 estiveram presente em 59%
dos pacientes, destes 34,6% com gendtipo selvagem CC
e 05,4% com pelo menos um alelo mutado (gendtipos
CT ou TT). O restante dos pacientes (41%) apresentou as
categorias T3 ou T4, sendo 55% com gendtipo selvagem
CC e 45% com pelo menos um alelo mutado (genétipos CT

ou TT). O envolvimento de linfonodo (N+) esteve presente
em 20,6% dos pacientes (37,5% com gendtipo CC e 62,5%
com pelo menos um alelo mutado - genétipos CT ou TT).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco € mais frequente em
individuos tabagistas e idade acima de 50 anos. Resultados
encontrados na literatura também mostram que o cancer
¢ mais frequente a partir da 5* década de vida e em indi-
viduos tabagistas®34.

Nio foi observada rela¢ao entre etilismo e o carci-
noma espinocelular de cabeca e pescoco, como no estudo
de Boccia et al. (2009).* Estudos em animais indicam que
o alcool nao € genotdxico, mas pode agir como solvente
para a penetracio de carcinégenos. Possui como meta-
bolito primario o acetaldeido, o qual € altamente reativo
ligando-se a proteinas, aos constituintes celulares e ao
DNA, formando adutos de DNA33. O consumo excessivo
de alcool também pode levar a deficiéncias nutricionais
devido as falhas na absorcao intestinal e pelas alteracdes
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em algumas vias metabolicas®. Os resultados de um es-
tudo multicéntrico sugerem que na auséncia do habito
tabagista, a associacao entre o consumo de dlcool e o
risco de carcinoma de cabeca e pescoco € insignificante
e que aparentemente, somente em altas doses o dlcool ¢é
carcinogénico®.

Em nosso estudo, a casuistica analisada também nao
mostrou associacio do género com a doencga, porém ou-
tros estudos confirmam essa associacao e afirmam que nas
ultimas décadas houve um aumento da incidéncia desta
doenca entre as mulheres, entretanto o género masculino
ainda €é o mais acometido por esse tipo de tumor',

O polimorfismo MTHFR C677T tém sido investigado
como fator de risco para suscetibilidade ao cancer devido a
sua influéncia nas reacoes de metilacio celulares e sintese
de DNA. Sabe-se que a hipometilacao global do genoma
ocorre com maior frequéncia em tumores quando com-
parados a células normais, e acredita-se que a expressao
elevada de oncogenes seja resultado desta hipometilacio.
Por outro lado, a hipermetilacao de ilhas CpG, localizadas
em regides promotoras de genes, € associada a alteracoes
na expressao génica, resultando no silenciamento de genes
supressores de tumor®.

As frequéncias genotipicas do presente estudo se
encontram em equilibrio Hardy-Weiberng (HWE). O ge-
nétipo polimérfico (MTHFR 677TT) esteve presente em
14% dos individuos controles e em 13% dos pacientes
com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. Ha
consideravel variacio étnica e geogrifica na frequéncia da
variante C677T do gene MTHEFR. A prevaléncia do gendtipo
MTHFR 677TT varia cerca de 1% na populacio negra dos
Estados Unidos, Africa e América do Sul para mais de 20%
em europeus, colombianos e amerindios e 12% dos japo-
neses apresentam-se homozigotos TT*. Considerando a
grande miscigenacao brasileira, nao foi realizada a andlise
de etnias na casuistica estudada.

No presente estudo, nao foi observada associacao
entre o polimorfismo MTHFR C677T e o carcinoma de
cabeca e pescoco. Outros estudos mostram associacao
deste polimorfismo com varios tipos de canceres, tais
como cincer de pulmao®?, carcinoma hepatocelular®,
certas leucemias?, ciancer de prostata®, de mama®, de
colon® endométrio, esdfago, estbmago, pancreas e bexi-
ga®®. Em carcinoma de cabeca e pescoco, uma meta-andlise
analisou nove estudos e nao encontrou associacao entre
este polimorfismo e a doenca, o que esta de acordo com
os resultados do nosso trabalho®. Porém, os estudos de
Reljic et al. (2007)* e Solomon et al. (2008)* encontraram
uma associacio entre o carcinoma de cabeca e pescoco
e o polimorfismo MTHFR C677T nas populacdes croata e
indiana, respectivamente.

Reljic et al. em 2007% estudaram 81 pacientes com
carcinoma de cabeca e pescoco e 102 individuos controles
e observaram uma diferenca estatisticamente significante

na distribui¢ao genotipica entre os grupos, o que fornece
evidéncias da possivel associacao do polimorfismo MTHFR
C677T no desenvolvimento do carcinoma de cabeca e
pescoco. A andlise demonstrou que o genotipo 677CT
reduz em 2,8 vezes o risco para essa doenca. Ja o estudo
de Solomon et al., em 2008%, que analisou 126 individuos
indianos com carcinoma oral (33 etilistas, 56 consumidores
moderados de dlcool e 37 nao-etilistas) mostrou que indi-
viduos etilistas com o gendtipo MTHFR 677TT possuem
um alto risco para o desenvolvimento do carcinoma oral
(odds ratio 3.0; 95% CI = 2.02-4.0) e portanto, o gendtipo
TT possui um efeito protetor somente em individuos nao-
etilistas e em consumidores moderados de dlcool.

No Brasil, nao hd na literatura a descricao das alte-
racoes do gene estudado e carcinoma espinocelular de ca-
beca e pescoco e apesar dos resultados nao apresentarem
significincia, € interessante a pesquisa destas alteracoes
devido aos resultados contraditorios e escassez de estudos.

Em relacdo aos parametros clinicos, o tipo mais
frequente de sitio primario tumoral foi cavidade oral, que
representa 40% dos canceres na regiao de cabeca e pes-
coco’™32 Em relacio ao TNM, 19% dos casos pertenceram
a categoria T1, 30% a categoria T2, 17% a categoria T3 e
17% a categoria T4, 73,4% nao apresentaram comprome-
timento dos linfonodos e 99% nao apresentaram metas-
tase. Um estudo retrospectivo realizado no Brasil mostra
frequéncia elevada desta doenca em estigio avancado®.
A discrepancia dos nossos achados parece refletir o tipo
de populacao estudada, ou seja, pacientes que estio em
seguimento.

O polimorfismo MTHFR C677T nao mostrou asso-
ciacao com os parametros clinicos estudados (sitios pri-
mdrios do tumor, extensao tumoral e comprometimento
de linfonodos). Em relacao ao sitio anatdmico de tumor,
Capaccio et al.> em 2005 analisaram a presenca deste
polimorfismo nas diferentes localizacdes anatOmicas na
orofaringe e também nao encontraram associacao entre
estas varidveis. Quanto a agressividade tumoral, nao foi
demonstrada associacao deste polimorfismo com a ex-
tensao (categoria T) e com o estadiamento do tumor nas
trés grandes regides de cabeca e pescoco (cavidade oral,
faringe e laringe) analisadas, corroborando com o estudo
feito por Vairaktaris et al.>® (2006).

CONCLUSAO

Em conclusio, nao foi possivel estabelecer uma as-
socia¢ao entre o polimorfismo MTHFRC677T e carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco. Nossos dados mostram
que essa doenga ¢ mais frequente a partir da quinta dé-
cada de vida e em individuos tabagistas. A elucidacao da
associacio desse polimorfismo com o desenvolvimento
de carcinoma de cabeca e pescoco e da associacao desse
tipo de cancer com certos fatores de risco contribuirdo no
entendimento dos mecanismos envolvidos no processo
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neoplasico e na elaboracao de estratégias de prevencao
e controle desta doenca.
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