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1. INTRODUCAO

O céancer de boca € uma das dez neoplasias mais comuns em todo o
mundo, apresentando indices de frequéncia entre 3 e 5% com relacéo as demais,
se tornando importante problema de saude publica. Entre os casos de tumores
malignos da cavidade bucal os carcinomas espinocelulares (CECs) séo os mais
encontrados, apresentando uma frequéncia de 90% (Hamanaet al., 2005,
Laskaris, 2004). O estabelecimento do CEC na maioria das vezes consiste em um
processo gradual de multiplas etapas, onde ocorre um aumento da instabilidade
genética, em que na maioria dos casos inicialmente ocorre o aparecimento de
lesbes hiperplasicas, que evoluem para displasias, para carcinomas in situ e por
fim chegam ao cancer bucal invasivo (Khan et al., 2009).

Conforme o INCA - Ministério da Saude (2008), ocorrem lesbes
hiperplasicas em casos onde o aumento do nimero de células de um 6rgao ou
tecido é localizado e autolimitado, porém estas encontram-se em estado normal
tanto na sua forma quanto ao realizar sua funcdo. J& o termo displasia é utilizado
para conceituar diversos processos patoldégicos. Em casos de lesdo pré-
neoplasicas defini-se como displasia situagdes em que ocorre proliferacdo celular
caracterizada pela perda de polaridade, alteracbes de forma e tamanho como
também a presenca frequente de mitoses.

A diferenca encontrada entre as expressfes carcinoma in situ e invasor é
gue na primeira a neoplasia se desenvolve no tecido de origem sem ultrapassar a
membrana basal, e na segunda verifica-se invasdo mais profunda em tecidos
adjacentes. Além disso, algumas lesGes orais sdo consideradas de extrema
importancia para o carcinoma de boca, entre elas o liquen plano. Esta é uma
doenca dermatoldgica que frequentemente afeta a mucosa oral, de origem
inflamatoéria e de etiologia desconhecida. Em 1% a 4% dos casos ocorre
malignizacdo, mas a forma pelo qual ocorre este processo ainda € desconhecida
(Anand et al., 2008).

Apesar da causa desconhecida estudos epidemioldgicos sugerem que a
etiologia do cancer oral é multifatorial (Kuroda et al., 2007),atuando tanto fatores
extrinsecos onde sado incluidos agentes externos, como fatores intrinsecos que
incluem estados sistémicos ou generalizados. Segundo Choi & Myers (2008), um
dos eventos essenciais para o estabelecimento do carcinoma é a predisposi¢ao
genética em conjunto com outros fatores. Neste sentido o polimorfismo MDM2
T309G vem sendo sugerido como um fator de risco para uma série de tipos de
cancer (Liu et al., 2007).

As proteinas MDM2 e MDM4 séao reguladoras chave da p53, ja demonstrou-
se que estas proteinas atuam como inibidoras essenciais e especificas de p53
(Hoffman et al.,, 2014),esta por sua vez, possuem importante papel como
supressora tumoral no controle do ciclo celular e apoptose, atuando de maneira
efetiva na resposta ao estresse celular. Mutacdes neste gene séo observadas em
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mais de 50 tipos de tumores. Porém, estudos atuais demonstram controversias
em relagdo a variagdo na incidéncia de expressdo do MDM2 em CECs, e outros
carcinomas de cabeca e pescoco (CECPs). A alta expressdo de MDM2, foi
identificada em uma percentagem elevada (69-78%) de casos de CEC. No
entanto, outros estudos demonstram a frequente (90%) perda de expressao
MDM2 em CECPs (Liu et al., 2007).

Assim, ainda que existam poucos estudos relacionando o polimorfismo do
MDM2 com alguns tipos de tumores, os resultados obtidos até entdo sé&o
conflitantes. Isso se deve, em parte, devido as diferencas genéticas
populacionais, logo a conclusdo do seu efeito ndo esta elucidado tornando-se
necessario a realizacdo de mais pesquisas, especialmente locais, sobre o tema.
Assim, este estudo tem como objetivo investigar a correlagéo entre o polimorfismo
do MDM2 T309Gem lesbes malignas e potencialmente malignas avaliando o risco
oncogénico deste SNP em uma populacéo da regiao sul do Brasil.

2. METODOLOGIA

A populacédo-alvo do estudo compreende os usudrios do Servico de

Diagnostico das Doencas da Boca (CDDB) da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Pelotas, com idade superior ou igual a 45 anos,
portadores de lesdes de mucosa bucal com suspeita de malignidade, a qual foi
confirmada por exame histopatolégico de rotina. No total foram utilizados dois
grupos onde um possuia 143 pacientes com lesdes de boca.
As amostras foram coletas utilizando escovas citologicas descartaveis, com 0s
pacientes previamente anestesiados, sendo friccionadas as lesGes por
aproximadamente 30 segundos, movimentando-as ao longo da porcao anterior
em direcdo aos dois lados da cavidade bucal. Apés a coleta, as escovas
citolégicas foram imediatamente introduzidas em um tubo de microcentrifuga
contendo solucao de lise celular, dando-se seguimento a reacao apos trés horas.
As amostras foram submetidas ao isolamento de DNA, procedendo-se segundo
instrucdes do fabricante (Puregene DNA Tissue Kits - Gentra Systems, Inc.,
Minneapolis, Minnesota).

A detec¢cdo molecular do polimorfismo da MDM2 T309G foi realizada
através da restricdo do fragmento de digestéo, para isto houve a combinacéo de
dois processos, PCR e digestdo com a amplificacdo através da MspAll seguido
por eletroforese em gel de andlise. A reacdo em cadeia (PCR) foi realizada de
acordo com um método previamente descrito utilizando a TagGold polimerase e
as seguintes sequéncias de primer forward 5-CGCGGGAGTTCAGGGTAAAG-3'
e primer reverse 5-CTGAGTCAACCTGCCCACTG-3'. Essa solucédo de 25uL foi
composta por: DNA template (0,6 pL), Primer forward (0,3 pL), Primer reverse (0,3
puL), TaqGold polimerase (0,06 pL), Magnésio (0,9uL), Nucleotideos (1,2 uL),
Solucéo catalizadora (1,5 pL), Agua destilada (10,14 pL).

O tubo com a reagéo foi inserido no termociclador durante dez minutos
seguindo os ciclos a seguir:

Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 10 min
35 94°C 30 seg
62°C 30 seg

72°C 1 seg

72°C 10 min
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Apds, os fragmentos resultantes da PCR passaram por uma digestdo com
a enzima MspAll em uma encubadora a 37°C over night. Esta enzima gerou
fragmentos de 157pb correspondente ao gendtipo T/T; trés fragmentos de 157pb,
109pb e 48pb correspondente ao gendtipo T/G; e dois fragmentos de 109pb e
48pb correspondente ao gendtipo G/G. Estes fragmentos foram observados em
gel de agarose 3,0%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genatipos observados para o polimorfismo do MDM2 T309Gem pacientes
com CEC de boca pode ser analisado na Figura 1. Através da média geral dos
resultados encontrou-se para o grupo de pacientes diagnosticados com lesdes de
boca as seguintes frequéncias por genotipo: 15,3% (G/G), 46,7% (G/T) e 39,7%
(T/T). Estas foram agrupadas em carcinoma/carcinoma in situ, displasia
moderada a severa, acantose e displasia leve e liquen plano.

Conforme a Figura 1 o0s genoétipos correspondentes a pacientes
diagnosticados com liquen plano estudados foram de: 19% (G/G), 52,4% (G/T) e
28,6% (T/T).J& para acantose e displasia leve observou-se: 12,5% (G/G), 50%
(GIT) e 37,5% (T/T) e displasia moderado a severa 17,4% (G/G), 30,4% (GIT) e
52,2% (T/T). Por fim, em pacientes apresentando carcinoma/carcinoma in situ
verificou-se: 12,5% (G/G), 54,2% (G/T) e 33,3% (T/T).

Figural - Associagcdoentre o genétipoMDM2 polimorfismoT309Gem pacientes
com carcinomas espinocelulares (CECS)

60
50
40
® 30
20 I
10 .
° — — —
CARCINOMA/ DISPLASIA
CARCINOMA IN MODERADA A DE?’T.LJJESI.EEEE LIQUEN PLANO
SITU SEVERA

mTT 33,3 52,2 37,5 28,6
GT 54,2 30,4 50 52,4
HGG 12,5 17,4 12,5 19

Conforme estes dados pode-se analisar que o gendtipo G/T encontra-se
mais frequente em quase todos pacientes analisados, porém este fato ndo se
confirma em casos diagnosticados com displasia moderada a severa em que se
verifica uma maior percentagem do gendtipo T/T. Além disso, em ambos os
grupos destaca-se a menor prevaléncia do genétipo G/G apresentando valores
significativamente baixos, sugerindo que possivelmente pessoas que possuem
este gendtipo podem possuir uma menor probabilidade de desenvolver as
patologias de boca em questdo. Porém, para confirmar e refinar os dados
apresentados neste estudo se faz necesséario durante o prosseguimento das
analises que haja umaumento do namero amostral e comparagcdes com grupo
controle visando que as correlagdes aqui citadas sejam efetivamente confirmadas.

CONCLUSOES
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Portanto, neste estudo observou-se uma maior prevaléncia do genotipo
G/T, com excecdo das displasias moderadas a severa, onde 0 genoétipo mais
frequente foi o T/T, nas lesBes malighas e potencialmente malignas. Ainda o
gendtipo G/G mostrou-se 0 menos prevalente em todas as lesdes estudas.
Todavia, verifica-se a necessidade da continuidade das analises em outros
aspectos e a realizacdo de mais pesquisas visando este assunto para, assim,
esclarecer as divergéncias encontradas até entdo sobre o tema.
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