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RESUMO

O cancer bucal é uma doenca cronica multifatorial e é amplamente aceito que o
desenvolvimento de cancer oral pode ser precedido por lesdes orais potencialmente malignas
(LOPM). Estudos tém relatado um risco aumentado para o desenvolvimento de LOPM,
associado com o hdbito de fumar e beber dlcool, onde estudos genéticos estio sendo realizados a
fim de descobrir a variedade de fenétipos relacionados aos habitos de dependéncia, que pode
ocorrer devido a polimorfismos genéticos. A molécula de serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-
HT) regula algumas das fungdes do cérebro, inibindo ou estimulando o sistema GABA; e assim
¢ capaz de regular os habitos de alcoolismo e o tabagismo. Neste estudo investigamos o
polimorfismo T102C no receptor SHT2A (rs6313) em displasia oral em LOPM e a sua
associacdo com hdbitos de fumo e dlcool. Este estudo de caso-controle incluiu pacientes com
LOPM histopatologicamente diagnosticados com displasia avaliando héabitos de consumo de
tabaco e dlcool. As amostras de células das lesdes orais foram coletadas com os pacientes
previamente anestesiados usando escovas citoldgicas descartdveis. A extragcdo de DNA foi
realizada e o polimorfismo foi genotipado em ensaios de discriminacdo alélica de PCR em
tempo real. Um total de 109 individuos foram incluidos neste estudo (37 com displasia e 72
controles). A distribuicdo do genétipo (p=0,016), alelos (p=0.020) e o hdbito de fumar (<0.001)
diferiram significativamente entre os grupos de displasia e controle, onde o genétipo CT e TT e
o alelo T mostraram maior frequéncia na displasia (65,6, 18,8 e 84,4%, respectivamente) do que
nos controles (55,7, 4,9 e 60,7%). No que se refere aos habitos tabagistas a maior frequéncia foi
no grupo de displasia. Na andlise de regressao logistica multivariada associando as varidveis de
interesse e a presenca de displasia mostrou que individuos com habitos tabagistas apresentam
um risco 7,58 vezes maior de desenvolver displasia do que niao fumantes; e individuais
carregando o alelo T para o polimorfismo T102C tem um risco 4,6 vezes maior de desenvolver
displasia oral em LOPM. Em geral os resultados do nosso estudo indicaram uma relagdo entre
habitos tabagistas e a displasia oral em LOPM. Além disso, nosso estudo indicou, pela primeira

vez, uma possivel relacdo entre o polimorfismo T102C e a displasia oral em LOPM.

Palavras-Chave: cancer bucal, lesdes orais potencialmente malignas, SNP 6313

serotonina



ABSTRACT

Oral cancer is a multifactorial chronic disease and it is generally accepted that oral
cancer development may be preceded by oral potentially malignant lesions (OPML).
Studies have reported an increased risk for OPML development, associated with
smoking and drinking alcohol, where genetic studies are being carried out in order to
uncover the variety of phenotypes related to habits of dependence, which may occur due
to genetic polymorphisms. The serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT) molecule
regulates some of the brains functions by inhibiting or stimulating the GABA system;
and thus it is able to regulate alcoholism and smoking habits. In this study, we
investigated the T102C polymorphism at the SHT2A receptor in oral dysplasia in
OPML and their association with smoking and alcohol habits. This case-control study
included patients with OPML histopathologically diagnosed with dysplasia and within
this group, patients with and without smoking and alcohol consumption habits. Cell
samples from the oral lesions were collected with the patients previously anesthetized
using disposable cytological brushes. DNA extraction was performed and the
polymorphism was genotyped in real-time PCR allelic discrimination assays. A total of
109 individuals were included in this study (37 with dysplasia and 72 controls). The
genotype (p=0.016), allele (p=0.020) and smoking habits (<0.001) distribution differed
significantly between dysplasia and control group, where the CT and TT genotype, and
the T allele showed a higher frequency in dysplasia (65.6, 18.8 and 84.4%, respectively)
than in controls (55.7, 4.9 and 60.7%). In regard to smoking habits the higher frequency
was in the dysplasia group. In the multivariate logistic regression analysis associating
variables of interest and the presence of dysplasia showed that individuals with smoking
habits present 7.58 increase risk to develop dysplasia then non-smokers; and individual
carrying the T allele for the T102C polymorphism have a 4.6 increase risk to develop
oral dysplasia in OPML. Overall the results in our study indicated a relationship
between smoking habits and oral dysplasia in OPML. In addition our study indicated,
for the first time, a possible relationship between the T102C polymorphism and oral
dysplasia in OPML.

Keywords: oral cancer, oral potentially malignant lesions, rs6313, serotonin.
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PROJETO
2. INTRODUCAO

O cancer de boca € uma doenga cronica multifatorial que esta entre os dez tipos
de canceres mais comuns na populacdo mundial [39; 6] acometendo predominantemente
individuos do sexo masculino [4]. De acordo com o Instituto Nacional do Céancer
(INCA), o cancer bucal inclui os canceres de labio, mucosa bucal, lingua, gengiva,
assoalho bucal e palato duro. Vale ressaltar que fatores ambientais como o fumo, o
alcool e a ma nutri¢cdo em conjunto podem levar a iniciagdo e promog¢ao neopldsica [32].
Neste sentido, o cancer tem acometido principalmente tabagistas, onde os riscos
aumentam quando o tabagista é também etilista. Ainda, a incidéncia do cancer intra
bucal tem acompanhado os padrdes de consumo de tabaco e de dlcool ha varias décadas
[51].

Estudos de cunho genético estdo sendo realizados no intuito de desvendar a
variedade de fendtipos relacionados aos hédbitos de dependéncia, os quais podem ocorrer
em decorréncia de polimorfismos genéticos [9]. A molécula de serotonina (5-HT)
apresenta func@o de neurotransmissor, e vem sendo relacionada aos comportamentos:
apetitivo, emocional, motor, cognitivo e autobnomo [28]. O receptor serotoninérgico do
tipo 2 (SHT?2) é dividido em 3 subgrupos (A,B,C), e o subgrupo SHT2A por sua vez,
contém diversos polimorfismos, sendo um deles o T102C (rs6313). Estudos vem
sugerindo uma relagdo positiva entre os genétipos CC do polimorfismo T102C com

doencas neuropsiquidtricas, incluindo dependéncia ao dlcool e tabaco [19].
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Analisar a frequéncia e o perfil dos gendtipos do polimorfismo T102C no receptor
SHT2A em lesdes bucais malignas e potencialmente malignas e sua associagdo com o

fumo e o alcool.

3.2 Especificos
3.2.1 Comparar a frequéncia e a relagdo entre o polimorfismo T102C do receptor

SHT2A com a dependéncia do alcool e tabaco.

3.2.2 Comparar a frequéncia e a relagdo entre o polimorfismo T102C do receptor

SHT2A com as lesdes bucais malignas e potencialmente malignas.
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4. HIPOTESES

4.1 Associacao positiva entre o alelo C do polimorfismo T102C e o habito de fumo
e dlcool.

42 O alelo C serd mais frequente em pacientes com lesdes malignas do que em
pacientes com lesdes potencialmente malignas.

4.3 O alelo C serd mais prevalente em pacientes com displasia severa a moderada do

que em pacientes com displasia leve ou hiperplasia.



5. ESTRATEGIAS DE BUSCA

5.1. Descritores

Para a realizacdo da busca bibliografica de trabalhos na drea do presente

projeto, utilizou-se a base de dados National Library of Medicine National Institutes of

Health (PubMed), utilizando-se os seguintes descritores: Polymorphism, T102C,

alcohol, tobacco, oral cancer, serotonin.

5.2 Artigos encontrados

Tabela 1- Busca bibliografica realizada na base de dados PubMed

Busca PUBMED
Descritores Total de artigos  Artigos selecionados
Polymorphism 7702C 191 7
T102C AND alcohol 9 5
T102C AND tobacco 4 3
T102C Polymorphism AND oral 0 0
cancer
6313 AND oral cancer 0 0
Polymorphism AND oral cancer 1227 5
Alcohol AND tobacco AND oral 1386 10
cancer
Polymorphism AND tobacco AND 443 12
alcohol
Total 1589 42
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6. REVISAO DE LITERATURA

6.1 Cancer de boca

O cancer € uma doenga com um importante componente genético, que surge
devido a mutacdes em genes relacionados ao controle da proliferacio e apoptose
celular. Essas alteracOes permitem que as células obtenham a capacidade de invadir
tecidos vizinhos ou a distancia, permitindo a formacdo de metdstases [37]. O cancer
pode, assim, ser denominado como o “acimulo de transformagdes genéticas”, sendo
essas alteracOes normalmente obtidas no decorrer da vida, ou seja, de cardter somético.
Somente em 5% a 10% dos casos as transformagdes genéticas relacionadas ao cancer
sd0 germinativas, isto €, existem desde o nascimento e sio hereditarias. Apesar do nosso
organismo ser formado por trilhdes de células, os tumores se originam a partir de uma
unica célula ou de uma quantidade pequena de células modificadas, e acredita-se que de
quatro a sete eventos genéticos importantes sejam o bastante para que ocorra uma
transformac¢do maligna [45].

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o processo pelo qual o
cancer se forma chama-se de oncogénese ou carcinogénese e pode demorar anos para se
perfazer. Dentro deste processo o crescimento celular pode ser do tipo controlado ou
nao controlado. No controlado, como a hiperplasia, a metaplasia e a displasia, existe um
crescimento localizado do numero de células ocasionado por estimulos fisioldgicos ou
patoldgicos, onde assim que cessam 0s estimulos o processo se trona reversivel. Por sua
vez, o crescimento ndo controlado, como as neoplasias (cancer “in situ” e cancer
invasivo), apresentam uma massa anormal de tecido cujo crescimento é descontrolado,
fugindo total ou parcialmente do comando do organismo. Este tipo de crescimento
celular persiste mesmo apds o término dos estimulos que o causaram, trazendo efeitos

graves para os individuos [17].
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Os indmeros tipos de canceres que existem se referem aos diferentes tipos de
células do organismo. E denominado carcinoma o cincer cuja a origem se deu em um
tecidos epiteliais, como a pele e a mucosa, ja o sarcoma € o tipo de tumor originado em
tecidos conjuntivos, como 0ssos, musculos e cartilagem [46]. O cancer de boca, ou
cancer bucal, por sua vez, tem origem nas células das estruturas que formam a cavidade
bucal, e é considerada uma doenga cronica multifatorial, pois surge da combinac¢do de
elementos de risco [39]. De acordo com o INCA, sintomas como problemas na fala,
mastigacdo, e presenca de linfadenomegalia cervical, semelhante a caro¢o no pescogo,
sdo sinais de alerta para que o paciente busque auxilio medico ou odontoldgico. O
cancer bucal inclui os canceres de ldbio, mucosa bucal, lingua, gengiva, assoalho bucal
e palato duro [33].

A ndo deteccdo precoce de lesdo bucais pode levar a metdstase, o qual é um
processo complexo que envolve o desprendimento das células do tecido tumoral, a
regulacdo da motilidade e da invasividade celular, e a proliferacdo e a invasdo pelo
sistema linfatico e vascular. Este processo ocorre pela reducdo da adesdo intercelular
das células tumorais devido a preda das E-caderinas, conforme as células progridem na
carcinogénese. As células comecam entdo a expressar proteinas mesenquimais como a
vimentina ¢ a N-caderina, promovendo o alongamento celular e interferindo na
polaridade da célula. Esta transicdo morfoldégica chamada transicdo epitélio-
mesenquima (TEM) leva a altera¢des moleculares que interferem com o comportamento
destas células [56].

O grande determinante do progndstico do carcinoma bucal € o risco de metdstase
cervical [56]. Apesar do crescimento das pesquisas em biologia celular e molecular, e os
grandes progressos em oncologia e cirurgia, o indice de sobrevida de cinco anos se

mantém em cerca de 53%, sem considerdvel aumento nas dltimas décadas. Os pacientes
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com cancer de boca nas fases iniciais (estagio I e II) possuem uma sobrevida de 2 anos
em 90% dos casos utilizando como modalidade de tratamento a cirurgia ou a
radioterapia. No entanto, aqueles com estagio mais avangado da doenca (estagio III e
IV), possuem apenas 45% de chance de sobreviver por dois anos realizando terapia
combinada de cirurgia, radioterapia e quimioterapia [57]. Assim, a consciéncia dos
fatores de risco, principalmente os relacionados a agentes com potencial mutagénico,
sdo o pilar para prevencdo do cancer bucal, assim como o reconhecimento dos sintomas
pelo paciente, podendo este ser diagnosticado e tratado no inicio da doenga, tornando
real a chance de reducdo da mortalidade gerada pelo tumor, e podendo levar a um
aumento nas taxas de sobrevida [33].

Em nosso pais e no mundo, o cancer de boca se mostra um importante problema
de sadde publica, essa neoplasia se encontra entre as dez mais frequentes na populacdo
mundial, apesar desta frequéncia variar em diferentes regides geograficas [6; 38]. No
Brasil, o cancer bucal representa a sétima neoplasia mais comum € a nona causa de
morte por cancer [45]. Segundo o INCA, a estimativa para o nosso pais no ano de 2014
é de 11,280 novos casos de cancer da cavidade bucal em homens e 4,010 em mulheres,
correspondendo a um risco estimado de 11,54 novos casos a cada 100 mil homens e
3,92 a cada 100 mil mulheres [16]. Esse tipo de cancer pode ser considerado o mais
frequente na regido de cabeca e pescoco, afetando predominantemente o sexo masculino
[46; 4], com razdo aproximada homem/mulher de 3:1, e depois dos 55 anos de idade
essa proporcao apresenta tendéncia de crescimento [6].

O carcinoma espinocelular (CEC) ou epiderméide, € uma neoplasia maligna com
origem no epitélio de revestimento da mucosa bucal, e se mostra como o tumor de boca
mais prevalente, correspondendo de 90% a 95% dos casos de cancer na cavidade bucal

[4; 3; 49]. O desenvolvimento do CEC € um processo gradual consistindo de multiplas
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etapas, onde ocorre um aumento gradual da instabilidade genética [58]. Assim, os CECs
sao em geral precedidos de lesdes hiperplésicas, evoluindo para displasias, carincomas
in situ e entdo chegando ao cancer bucal invasivo. Estas lesdes sdo denominadas de
lesdes pré-malignas (potencialmente malignas) e incluem as lesdes clinicamente
descritas como leucoplasias (Fig.1), as eritroplasias (Fig.2), liquen plano (Fig. 3) e
ulceras cronicas [38].

Foram definidas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como leucoplasias
as lesdes clinicamente descritas na forma de manchas/placas brancas, e como
eritroplasias as alteracOes avermelhadas, ambas as quais ndo podem ser caracterizadas
como nenhuma outra doenga. Considera-se que as eritroplasias homogéneas, pelo seu
alto potencial de malignizacio, sejam as lesdes potencialmente malignas mais nocivas.
Em 2005 a OMS categorizou as lesdes potencialmente malignas de acordo com o seu
grau de displasia em leve, moderada, severa e carcinoma in situ [59]. As leucoplasias
podem ser classificadas, de acordo com o histopatolégico, como displasias leves,
moderadas e severas, onde esta designacdo caracteriza as fases sequenciais da
carcinogénese bucal [60; 61]. Aproximadamente 10-15% das leucoplasias serdao
diagnosticadas como displasias moderadas e 5% como displasias severas ou carcinomas
in situ. O risco a longo prazo de progressdao de uma leucoplasia para um cancer invasivo
varia de 4-18% entre os estudo [61]. O liquen plano € uma doenca inflamatéria do
epitélio escamoso estratificado e de etiologia desconhecida. A transformacdo maligna
desta entidade patoldgica tem sido relatada em 1% a 4% dos casos, € 0 mecanismo pelo

qual ocorre a malignizagdo ainda é pouco conhecido [61; 62].
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Figura 1- Apresentacdo clinica da leucoplasia em ventre lingual/assoalho bucal. Fonte:

CDDB, Faculdade de Odontologia, UFPEL.

Figura 2- Lesao leucoeritroplasica em palato duro e rebordo alveolar superior. Fonte:

CDDB, Faculdade de Odontologia, UFPEL.

Figura 3- Aspecto clinico do Liquen Plano em mucosa jugal esquerda, revelando estrias
esbranquicadas em fundo eritematoso. Fonte: CDDB, Faculdade de Odontologia,

UFPEL.
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6.2 Fatores Etiologicos

O fumo, o dlcool, a ma nutricdo, a md higiene, a radiacdo solar, as varidveis
demogréficas e os problemas imunoldgicos sdo alguns dos fatores que, associados,
podem resultar na iniciacdo e promocdo neopldsica [39; 63]. Além desses, outro
importante fator de risco é o papilomavirus humano (HPV), o qual também esta ligado
com lesdes bucais benignas e malignas [32; 63].

O élcool € um dos significativos fatores de risco para o advento do cancer bucal,
e seu consumo tem tido consideravel aumento no decorrer dos anos, principalmente por
consumidores de baixa faixa etaria. Substancias etilicas podem causar prejuizo na
mucosa bucal agindo diretamente ou devido a seu comportamento sobre os outros
sistemas, como a diminui¢do da habilidade em reparar danos no DNA, problemas no
sistema imunoldgico, além de serem responsdveis por acréscimo na proliferacdao
epitelial e alteracdes no processo de maturacdo. O primeiro metabdlito do etanol
chamado acetaldeido, pode ter funcdo de solvente, auxiliando os carcindégenos a
entrarem pelas membranas celulares e, além disso, esse metabdlito tem a capacidade de
romper a dupla fita de DNA, afetando o metabolismo celular. O consumo de substancias
alcodlicas pode, também, levar a uma elevacdo da atividade metabdlica do figado,
podendo ativar elementos carcinogénicos [5; 25].

Ainda de acordo com Carrard e colaboradores (2008), o metabolismo do alcool
pode conduzir ao estresse oxidativo, uma vez que faz com que haja um crescimento na
producdo de radicais livres e uma queda dos mecanismos antioxidantes [5]. Além disso,
segundo o autor, a quantidade de bebida alcodlica ingerida e a duragdao do habito sdao
fatores mais importantes do que o tipo de bebida ingerida em relagdo ao aumento da
probabilidade de gerar tumores. Porém, apesar de o etilismo estar fortemente ligado ao

cancer de boca, os mecanismos envolvidos no dano gerado por estas substancias ainda
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ndo estdo completamente compreendidos e ainda ndo esta totalmente esclarecido como
o 4lcool isoladamente pode estar relacionado ao inicio da carcinogénese bucal [3; 25].

O fumo, por sua vez, ¢ um dos mais importantes agentes carcinogénicos que o
homem insere de forma voluntdria no préprio organismo. O hdbito de fumar amplia
cerca de 3 a 8 vezes a chance de o individuo desenvolver a doenga [45] e entre as causas
de morte que podem ser evitadas, o tabaco € uma das mais significativas [35].

A nicotina é um alcaldide que apresenta fun¢do na estimulacdo da dependéncia
adquirida pelo fumante. Essa substincia organica nitrogenada de alto poder de adi¢dao
liga-se aos receptores do sistema colinérgico do cérebro, que contém subunidades 2
expressos na regido tegmental ventral aos ganglios do sistema nervoso auténomo e
também as placas neuromusculares [28]. Ao adentrar pela membrana do alvéolo capilar,
essa substincia pode chegar ao cérebro em menos de dez segundos, e ao atingir o
sistema mesolimbico, ela promove a liberacdo de dopamina, o neurotransmissor que
gera a sensacdo de prazer ocasionada pelo habito de fumar. Além disso, a nicotina
realiza acdes complexas sobre o organismo do fumante que fortalecem o ato de fumar,
entdo, cada tragada incita a repeticdo do habito de fumar, e apds certo periodo, ha a
dessensibilizacdo da acdo da nicotina, surgindo entdo, a abstinéncia [35].

O tabaco tem relacdo com o desenvolvimento de tumores, pois apresenta a
capacidade de modificar o genoma, gerar silenciamento ou ativacdo de determinados
genes e a nicotina € capaz de provocar a metilacio do DNA [39]. Nao somente os
cigarros manufaturados, mas também cachimbos, charutos ou o costume de mascar
fumo sdo fatores de risco, uma vez que fumar ou simplesmente mascar fumo pode gerar
prejuizos as proteinas, lipidios, carboidratos € DNA, devido a formacdo de radicais
livres. Somado a isso, elementos resultantes da combustdo do tabaco sdo vistos como

carcinogénicos, tais como os hidrocarbonetos aromaticos polinucleares [25].
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O tabaco em conjunto com o etanol gera sinergismo e isso faz com que exista
uma maior probabilidade de desenvolvimento de cincer bucal [10]. Devido ao aumento
significativo no nimero de fumantes e dependentes de d&lcool, pesquisas tentam
encontrar respostas. Nesse contexto, a genética pode explicar a grande variabilidade

fenotipica, a qual pode ocorrer devido a polimorfismos genéticos [9].

6.3 Polimorfismo T102C do receptor SHT2A

O cérebro humano produz de forma continua neurotransmissores, 0s quais sao
substancias quimicas com capacidade de regular o humor através de impulsos nervosos
entre as células nervosas. Existem trés neurotransmissores: a noradrenalina, a dopamina
e a serotonina. A molécula de serotonina ou S-hidroxitriptamina (5-HT) € sintetizada
pelo aminodcido essencial triptofano, o qual tem por fonte principal a dieta, incluindo
graos, carne e laticinios. A serotonina pode ser influenciada por fatores como estilo de
vida, hereditariedade e faz parte da familia das monoaminas juntamente com epinefrina,
norepinefrina e dopamina [20]. Este neurotransmissor € liberado para o sangue a partir
do intestino e estd relacionado com a regulacdo de algumas funcdes cerebrais, inibindo
ou estimulando o sistema GABA, um tipo de neurotransmissor inibitério, presente em
todo o Sistema Nervoso Central (SNC) [8], e assim € capaz de regular comportamentos
importantes, tais como alcoolismo, tabagismo, depressdo, compulsdo, liberacdo de
alguns hormonios, sono, apetite e agressividade. Sendo assim, certamente a serotonina
apresenta uma funcdo reguladora no processo de resposta envolvendo o SNC [20].
Dessa forma, problemas na modulacdo da 5-HT levam ao aparecimento de doencas
cronicas, como doencas cardiovasculares e distirbios psiquidtricos [35]. Porém, apesar
de estar relacionada a todas essas funcdes, ainda ndo estd comprovado, do prisma

fisiolégico, se a serotonina atinge de forma direta ou indireta tais condutas [28].
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Os neurdnios serotoninérgicos localizam-se nos nudcleos da rafe (no tronco
cerebral), projetam-se para as regidoes do SNC e agem através dos receptores
serotoninérgicos [28], os quais sao classificados em sete tipos (5-HT1-7). Por sua vez, o
receptor tipo 2 € dividido em trés subgrupos (A,B e C). O receptor 5-HT2A, cujo gene
(5HTR2A) se encontra no cromossomo 13 na posi¢ao 14-21 do brago longo (13q14-qg21)
apresenta diferentes polimorfismos, como o T102C (rs6313). Este polimorfismo estd na
posicdo nucleotidica 102 do gene e envolve uma mutagdo pontual, onde o nucleotideo
com timina (T) € alterado pela citosina (C), e dessa modificagdo surgem trés alelos,
sendo eles: TC, TT e CC [35]. Nesse polimorfismo, ambas as sequéncias TCT ou TCC
codificam para o0 mesmo aminoécido: a serina; ndo alterando, portanto, a sequéncia de
aminodcidos da molécula do receptor [8; 28]. Porém, este polimorfismo tem sido
considerado funcional, uma vez que estudos tém demonstrado que os alelos T e C
determinam expressoes génicas diferentes. Neste sentido, trabalhos envolvendo a
expressdo de mRNA e proteinas do receptor 5S-HT2A apresentam a hipétese de que o
alelo C seria transcricionalmente menos ativo do que o alelo T. Porém, algumas
pesquisas falharam em encontrar esta diferenca de expressao do receptor em relagdo aos
alelos, gerando a possibilidade de alteragdes na metilacdo do DNA em diferentes
populacdes como os motivos para se encontrar resultados tao diferentes [38].

Algumas pesquisas vém sugerindo uma provavel relagdo entre os genétipos CC
do polimorfismo T102C com doengas neuropsiquidtricas, incluindo dependéncia ao

tabaco, dlcool e drogas (Tabela 2) [19; 53].



Tabela 2- Busca bibliografica acerca do polimorfismo T102C do receptor SHT2A relacionado ao fumo e dlcool

Autor, ano,

Método Comentadrios /
revista Objetivo Principal Resultados
Observagoes
Hwu H.G. et al., | Avaliar a associacdo entre o | Oitenta e cinco pacientes com o abuso de | Este estudo demonstra que o | Futuros estudos
(2000), polimorfismo T102C e alcool, 75 individuos com dependéncia de alcoolismo é heterogéneo e deste tipo
American abuso de dlcool com alcool, e 70 controles normais participaram abuso de dlcool em podem ter que
Journal of problemas de do estudo. Diagndstico de abuso de dlcool e individuos do sexo considerar a
Medical comportamento dependéncia de dlcool por critérios do masculino, com problemas de presenca de
Genetics DSM-III [APA, 1980], foram avaliados comportamento, foi problemas de

usando a se¢do alcoolismo da versao

chinesa modificada da Diagnostic Interview

associado com polimorfismo

T102C do gene do receptor

comportamento

e as diferentes
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Schedule (DIS-CM)

SHT2A

categorias de
diagnostico de
abuso e

dependéncia de

alcool
Wrzosek, M. et Examinar a potencial O estudo incluiu uma amostra de 150 A andlise genética mostrou O estudo
al., (2012), relacdo entre o polimorfismo | pacientes (108 do sexo masculino e 42 do que a frequéncia do alelo apresenta
Pharmacological no gene T102C e sexo feminino) admitidos em programas de | 102C e genétipo C102C em limitagdes,
Reports dependéncia em alcool tratamento da dependéncia em Warszawa, individuos dependentes em como pequeno

na Poldnia, e foram diagnosticados com
dependéncia de alcool de acordo com os

critérios do DSM-1V

alcool foi significativamente

maior do que nos controles

tamanho
amostral, além
disso,
informacoes

como idade e
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sexo ndo foram

especificados
White, M.J et Investigar as contribui¢des | A genotipagem de T102C e -1438A / G foi | Foi encontrada relacdo entre Pesquisas
al., (2011), do gene HTR2A, o estresse | realizada em 132 adultos sauddveis jovens o polimorfismo T102C e o futuras
Drug and psicolégico cronico, e caucasianos (47 fumantes) que uso de tabaco, porém, nao foi | utilizando uma
Alcohol impulsividade para a completaram as medidas de auto-relato do encontrada relagdo entre o amostra maior
Dependence previsdo do tabagismo e estresse cronico, sintomas depressivos, polimorfismo e o nimero de poderiam
dependéncia em adultos personalidade impulsiva e uso do cigarro cigarros fumados investigar

jovens

melhor esta

interacao

Jakubczyk. A. et
al., (2012),

Journal of

Analisar a associagdo entre
altos niveis de

impulsividade

Foram analisados 304 pacientes
dependentes de dlcool. O sangue foi

recolhido e analisado para o polimorfismo

Os resultados indicam uma
associagdo significativa entre

altos niveis de impulsividade

Novos estudos
devem ser

realizados para




27

Psychiatric

Research

comportamental e o
genotipo CC do
polimorfismo

rs6313 (T102C)

T102C (rs6313) e niveis de impulsividade
tal como determinado através da Escala de

Impulsividade Barratt (BIS-11)

e o gendtipo CC de rs6313
em pacientes dependentes de

alcool

em amostras
maiores € mais
representativas e
verificar as
relagdes entre
impulsividade e
outros
polimorfismos
genéticos
relacionados
com a
serotonina em
pacientes
dependentes de

alcool
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Jakubczyk, A. et
al., (2013),
Journal of
Psychiatric

Research

O objetivo do estudo foi
avaliar a contribui¢cao desse
polimorfismo genético
(T102C) como um preditor
de recaida em relagdo a
outros preditores

previamente identificados

Uma amostra de 254 sujeitos dependentes
de alcool foi recrutada em centros de
tratamento de alcool em Varsdvia, na

Polonia, e foram avaliados no inicio e ap6s

12 meses

A andlise estatistica mostrou
que o genotipo CC foi
significativamente associado

com o aumento da recaida

Neste estudo
houve auséncia
de uma relacao

entre
impulsividade
comportamental

e recaida




6.4 Polimorfismo T102C - Alcoolismo

O caminho do uso de drogas até a dependéncia origina-se em um contexto de
vulnerabilidade baseado em questdes genéticas e ambientais. Conforme a doencga se
instala a plasticidade neuronal atipica tem chances de ocorrer no cérebro, fazendo com
que aconteca, assim, o desenvolvimento e manutencio do vicio. O sistema
serotoninérgico tem a capacidade de contribuir tanto para a predisposi¢do quanto para a
continuidade da dependéncia ao dlcool [23]. Hwo e Chen, (2000), ao pesquisarem uma
populacdo de dependentes de dlcool revelaram que o abuso do dlcool em homens,
associado a transtornos de comportamento apresentava ligacdo com o alelo C do
polimorfismo T102C [15].

Devido aos graves problemas causados pelo consumo de 4lcool, surgem
programas de tratamentos para dependentes, porém, apesar dos esforcos alguns
pacientes enfrentam recaidas. Nesse contexto, Jakubcz e colaboradores (2013),
revelaram que o gen6tipo CC do polimorfismo T102C esta significativamente associado
com o aumento de recaidas de alcodlatras durante o periodo de tratamento [19].

Outros estudos sugerem que o desejo por dlcool e nivel de impulsividade podem
ser controlados pelas mesmas dreas cerebrais, e que altos niveis de impulsividade
podem tornar o individuo mais vulnerdvel a dependéncia do 4lcool. Anélises
bioquimicas e genéticas aceitam a hipdtese de que niveis baixos de serotonina podem
levar a niveis mais altos de impulsividade e, além disso, a hereditariedade da
impulsividade foi confirmada em humanos, entdo esse € um alvo importante no

tratamento do alcoolismo [27; 18].
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6.5 Polimorfismo T102C - Tabagismo

O ato de fumar € considerado multifatorial, uma vez que os componentes
genético e ambiental se complementam [9]. No estudo de Hong e colaboradores (2002),
foi sugerido que os fatores genéticos podem ter responsabilidade superior a 50% tanto
no inicio quanto na dependéncia ao tabaco, além do envolvimento na quantidade de
cigarros fumados por dia [14]. O vicio apresenta cariter cronico, pois logo que é
desenvolvido ha grandes chances de recidiva, mesmo apdés um longo tempo de
abstinéncia. Além da dependéncia, evidéncias cientificas sugerem influéncia genética
também na capacidade de parar de fumar [2; 28; 27], o que foi descrito em estudo
recente de Ramos Neto e colaboradores (2014), onde os autores sugerem que O
polimorfismo T102C contribui para a manutencao do hébito de fumar [44].

O alelo que estd associado a continuag@o do vicio no tabaco é o alelo C, o qual
confere uma reduc@o na expressdo génica, ou seja, uma queda no nimero de receptores
SHT2A [28; 42]. Esses receptores fazem com que ocorra uma maior liberacdo de
dopamina no cortex frontal, e assim, aumentam a atividade dos neurdnios da 4rea
tegmental ventral, como conseguinte a queda no nimero desses receptores pode
acarretar em uma menor ativacdo dos neurdnios da area tegmental ventral, os quais
estdo associados com o surgimento da adi¢do e da abstinéncia. Entdo, individuos que
tivessem uma menor quantidade de receptores SHT2A estimulando os neurdnios
dopaminérgicos na drea tegmental ventral (ou seja, menor estimulacdo serotoninérgica
das vias de adi¢cdo), seriam os com maiores chances de se tornarem dependentes ao
tabaco. Outra descoberta importante € que pessoas com gendtipo CC do polimorfismo
T102C realizaram menos esforco em parar de fumar, além de desenvolverem o vicio ao
tabaco, entdo esse polimorfismo pode vir a ser futuramente um teste de prevencdo, para

identificar pessoas mais suscetiveis ao tabagismo [28].
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Ainda de acordo com pesquisas de Lima (2004), houve diferengas nos genétipos
quando fumantes foram comparados a ndo fumantes e ex-fumantes, e o genotipo CC foi
mais prevalente em fumantes, propondo assim, que T102C tem relagdo com a
dependéncia. Em contrapartida, White e colaboradores (2011) relacionaram o genétipo

TT a um maior risco para o tabagismo [28; 52].
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7. METODOLOGIA

7.1 Delineamento

Sera realizado um estudo de caso-controle

7.2 Calculo de amostra:

A captacdo da amostra serd obtida por conveniéncia. Estd serd composta por
pacientes diagnosticados com e sem lesdes malignas e potencialmente malignas que
sejam atendidos no Centro de Diagnéstico das Doencas da Boca (CDDB-UFPel). Foi
realizado o calculo amostral com nivel de confianga de 95% e prevaléncia de héabito de
fumo na populagdo pelotense de 23%. Assim, estima-se que sejam necessdrios 61
pacientes com lesdes malignas, 61 pacientes com lesdes potencialmente malignas e 61
pacientes controles. Ainda, foram acrescentados 10% para controle de perdas e recusas
totalizando, assim, 67 pacientes com lesdes malignas, 67 com lesdes potencialmente

malignas e 67 pacientes fazendo parte do grupo controle.

7.3 Participantes:

A populagdo alvo consistird em pacientes com e sem lesdes bucais malignas e
potencialmente malignas, e dentro destes grupos pacientes com e sem os habitos de
fumo e consumo de bebidas alcodlicas (Figura 4). Os pacientes sdo usudrios do Centro
de Diagnéstico das Doencas da Boca (CDDB-UFPel). Estes serdo informados a respeito
do presente estudo e ao se disponibilizar a participar, assinario o termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo A e B), e também responderdo a um
questiondrio (Anexo D) aplicado por uma equipe treinada contendo questdes a respeito

do habito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas. Para facilitar a interpretacdo das
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respostas serdo incluidos no grupo de fumantes os individuos ex-fumantes. No grupo
dos individuos consumidores de bebidas alcodlicas serdo também incluidos os que ja
abandonaram o habito. O presente estudo obteve a aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pelotas (Parecer n. 058/2008 do CEP da

FOUFPEL) (Anexo C).

Figura 4 — Representacdo grafica da distribuicdo dos grupos a serem estudados.
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7.3.1 Critérios de inclusdo

e [dade igual ou superior a 45 anos;
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e Alteracdes na mucosa oral presentes ha mais de 15 dias, exibindo alteracdes de
forma, tamanho, coloragdo, textura e sensibilidade;
® Assinar o termo de consentimento permitindo a coleta de material bioldgico e a

aplicacdo do questiondrio.

7.3.2 Critérios de exclusdo
¢ Individuos com doengas de natureza inflamatéria e/ou infecciosa;
¢ Enfermidades vasculares ou do coldgeno em um periodo de até um més prévio a

coleta do material gend6mico;

7.4 Procedimentos e Instrumentos
7.4.1 Desfecho primadrio

e Polimorfismo T102C
7.4.2 Desfecho secunddrio

e Lesdes bucais malignas e potencialmente malignas

7.4.3 Questiondrio
Os pacientes responderdo a um questiondrio feito por uma equipe previamente
treinada contendo questdes a respeito do hdbito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas

(Anexo D).

7.4.4 Coleta de material biologico

Amostras de células das lesOes orais serdo coletadas com o paciente previamente
anestesiado. Serdo utilizadas escovas citoldgicas descartdveis, sendo friccionadas as
lesdes por aproximadamente 30 segundos, movimentando-as ao longo da porcao

anterior em direcdo aos dois lados da cavidade bucal. O mesmo procedimento serd
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realizado para a coleta de material do grupo controle. Apds a coleta, as escovas
citologicas destinadas a analise de DNA serdo introduzidas em um tubo de
microcentrifuga contendo solu¢do de lise celular. Apds 24 horas serd realizada a
extracdo de DNA, seguindo as instru¢des do fabricante (Puregene Buccal Cell Kit-
Gentra Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota, USA). Para cada uma das amostras sera
obtido 20ul de solucdo final e deste volume, 2ul serdo retirados para a quantificacdo de

DNA no espectrofotometro Nanovue (GE Healthcare Life Sciences).

7.4.5 Genotipagem do polimorfismo T102C do gene do receptor SHT2A

O polimorfismo apresentado na tabela 2 serd genotipado em ensaios de
discriminacao alélica por PCR em tempo real no termociclador 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Primer e sonda do tipo TagMan MGB serdo
designados utilizando-se o software Primer Express v3.0. O DNA gendmico serd

diluido 2:8 para a realizacdo da rea¢do de PCR.

Tabela 3- Polimorfismo T102C do gene do receptor SHT2A

Nome do Gene Posicao Alelo Identificaciao do SNP
Cromossomica
SHT2A 13q14-g21 C/T rs6313

7.4.6 Obtengdo da sequéncia consenso
A sequéncia consenso do gene serd obtida a partir do banco de dados GeneBank

(disponivel online em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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7.5 Analise de dados

As frequéncias genotipicas e alélicas serdo estimadas por contagem direta dos
alelos e o equilibrio de Hardy-Weinberg, serd testado pelo teste de qui-quadrado. As
distribuicao alélicas entre os grupos de individuos serdo avaliados pelo qui-quadrado.
Uma medida de magnitude de efeito serd calculada através da razdao de chances (odds
ratio — OR) e intervalo de confianca de 95%. Para a comparacio de varidveis continuas
com distribuicdo normal entre os grupos de pacientes serdo utilizados o teste ¢ de
Student ou analise da variancia (ANOVA), e o teste do qui-quadrado para a comparacao
entre varidveis normais. Para a andlise da interacao entre os fatores serd realizado o teste
do modelo linear geral. Valores de p < 0,05 serdo considerados estatisticamente
significativos. As andlises estatisticas serdo realizadas através do pacote estatistico

SPSS 16.0 para Windows.

7.6 Aspectos éticos

Os participantes receberdo informagdes sobre os objetivos da pesquisa e
assinardo um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A e B). Sera
assegurado o direito a confidencialidade dos dados e o cuidado na utilizagdo das
informacdes nos trabalhos escritos, de modo que os participantes ndao possam ser
identificados. O presente estudo obteve a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) da Universidade Federal de Pelotas (Parecer n. 058/2008 do CEP da FOUFPEL).

7.6.1 Riscos
Os riscos oferecidos aos pacientes serdo minimos, tais como incomodo no local
da coleta do material biologico. Porém, independente dos riscos, os pacientes serdao

acompanhados por um profissional da drea da sadde.
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7.6.2 Beneficios

Os pacientes nao serdo diretamente beneficiados, no entanto, sendo esta uma
pesquisa que visa o conhecimento, ¢ de grande relevancia para a sociedade devido a
importancia da caracterizacdo molecular do carcinoma espinocelular de boca e lesdes

potencialmente malignas e sua relacdo com o habito de fumo e etilismo.

7.7 Cronograma
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7.8 Orcamento

Tabela 4. Or¢camento para os materiais de consumo
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Material de Consumo Valor (R$)
Custom Tagman SNP Genotyping Assay 1.300,00
TagMan Genotyping Master Mix 2.400,00
Placas para qPCR 0.1ml com 20 500,00
Adesivo MicroAmp Optical para real-time PCR 1.000,00

Total

5.200,00
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Abstract

Oral cancer is a multifactorial chronic disease and it is generally accepted that oral
cancer development may be preceded by oral potentially malignant lesions (OPML).
Studies have reported an increased risk for OPML development, associated with
smoking and drinking alcohol, where genetic studies are being carried out in order to
uncover the variety of phenotypes related to habits of dependence, which may occur due
to genetic polymorphisms. The serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT) molecule
regulates some of the brains functions by inhibiting or stimulating the GABA system;
and thus it is able to regulate alcoholism and smoking habits. In this study, we
investigated the T102C polymorphism at the SHT2A receptor in oral dysplasia in
OPML and their association with smoking and alcohol habits. This case-control study
included patients with OPML histopathologically diagnosed with dysplasia and within
this group, patients with and without smoking and alcohol consumption habits. Cell
samples from the oral lesions were collected with the patients previously anesthetized
using disposable cytological brushes. DNA extraction was performed and the
polymorphism was genotyped in real-time PCR allelic discrimination assays. A total of
109 individuals were included in this study (37 with dysplasia and 72 controls). The
genotype (p=0.016), allele (p=0.020) and smoking habits (<0.001) distribution differed
significantly between dysplasia and control group, where the CT and TT genotype, and
the T allele showed a higher frequency in dysplasia (65.6, 18.8 and 84.4%, respectively)
than in controls (55.7, 4.9 and 60.7). In regard to smoking habits the higher frequency
was in the dysplasia group. In the multivariate logistic regression analysis associating
variables of interest and the presence of dysplasia showed that individuals with smoking
habits present 7.58 increase risk to develop dysplasia then non-smokers; and individual
carrying the T allele for the T102C polymorphism have a 4.6 increase risk to develop
oral dysplasia in OPML. Overall the results in our study indicated a relationship
between smoking habits and oral dysplasia in OPML. In addition our study indicated,
for the first time, a possible relationship between the T102C polymorphism and oral
dysplasia in OPML.

Keywords: oral cancer, oral potentially malignant lesions, serotonin, rs6313
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Introduction

Oral cancer is a multifactorial chronic disease that is among the ten most
common cancers in the world (Carvalho, 2012) predominantly affecting males (Bittar,
2010). It is generally accepted that oral cancer development may be preceded by
identifiable but non-invasive precursor lesions, so could by the World Health
Organization (WHO) as oral potentially malignant lesions (OPML) (Scully, 2009).
OPML comprises leukoplakia, erythroplakia, lichen planus, actin keratosis and
verrucous hyperplasia. OPML can be associated with different degree of oral epithelial
dysplasia, which is not related with any specific clinical aspect. It is a term related to
histopathological changes, involved in kinetics of cellular proliferation and maturation
of the epithelium, and associated with increased risk of malignant transformation
(Pitiyage, 2009). The presence of epithelial dysplasia is generally regarded as one of the
most important predictor of malignization in OPML (Hsue, 2007; Pitiyage, 2009).
Indeed it has been accepted that moderate (30%) or severe (50%) dysplasia has major
probability for malignant transformation. However it is currently impossible to predict
accurately which lesion will progress into cancer (Ghallab, 2017; Hwang, 2017).

It is well known that ethyl substances may cause damage to the oral mucosa by
decreasing the ability of DNA repair, causing problems in the immune system, and by
increasing epithelial proliferation and changes in maturation processes (Carrard, 2008).
Smoking, in turn, is one of the most important carcinogenic agents that man inserts
voluntarily, and is one of the most significant causes of death that can be avoided if the
habit ceases (Taylor, 2002). Genetic studies are being carried out in order to uncover the
variety of phenotypes related to habits of dependence, which may occur due to genetic
polymorphisms (Chatkin, 2006).

The human brain continuously produces neurotransmitters, which are chemicals
capable of regulating mood through nerve impulses between nerve cells. The serotonin
or 5-hydroxytryptamine (5-HT) molecule is derived from the amino acid tryptophan,
and can be influenced by factors such as lifestyle, heredity and is part of the monoamine
family along with epinephrine, norepinephrine and dopamine (Hoyer, 1994). This
neurotransmitter regulates some of the brains functions by inhibiting or stimulating the
GABA system (Cirrana, 2006); and thus it is able to regulate important behaviors such
as alcoholism, smoking, depression, compulsion, release of some hormones, sleep,

appetite and aggressiveness (Sanchez, 2015).
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Serotonergic receptors are classified into seven types (5-HT1-7); type 2 receptor
is divided into three subgroups (A, B and C). The SHT2A receptor, whose coding gene
(HTR2A) is found on chromosome 13 (13q14-q21), presents different polymorphisms
such as the TI102C (rs6313). Some studies have suggested that the T102C
polymorphism is associated with smoking and alcohol consumption susceptibility,
however others failed to prove these evidences. To the best of our knowledge no study
has associated the T102C polymorphism with smoking and alcohol consumption in
dysplasia in potentially malignant pathologies, especially in OPML. Considering that
tobacco and alcohol consumption are considered a risk factors for OPML development,
in this study we investigated the T102C polymorphism at the SHT2A receptor in oral

dysplasia in OPML and its association with smoking and alcohol habits.

Materials and Methods
Population

This case-control study included patients with OPML histopathologically
diagnosed with dysplasia and within this group patients with and without smoking and
alcohol consumption habits, who were attended at the Center Of Diagnosis of Mouth
Diseases at the Federal University of Pelotas (CDDB-UFPel), a regional reference
center for clinical and histopathology diagnosis. Data collection was conducted from
January 2009 to December 2016.

In the case group subjects with alterations in the oral mucosa for more than 15
days, exhibiting changes in shape, size, color, texture and sensitivity, were included.
The exclusion criteria were: individuals with diseases of inflammatory and/or infectious
nature; and vascular or collagen diseases within a period of up to one month prior to the
collection of the genomic material. The control group was determined after meticulous
examination, were individual did not present oral lesion and within this group patients
with and without smoking and alcohol consumption habits. The study was approved by
the Research Ethics Committee of the Federal University of Pelotas (CEP 058/2008 of
FO-UFPEL), and participants that agreed in participate in the study signed an informed
consent form.

Both controls and OPML patients were meticulous examined by two
professional with PhD in oral pathology from CDDB-UFPel, in order to determine the
clinical diagnosis. Individuals were then interviewed and had their buccal cells collected

for DNA extraction by previously calibrated students. Dysplasia was determine after
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indicated biopsy and histopathology diagnosis performed as routine at CDDB-UFPel
and was classified in mild, moderate and severe.

The independent variables studied were: gender (male/female), age (mean/SD),
genotype (CCCT and TT), allele (CC and CT/TT), smoking (yes/no; yes: smokers that
had a daily consumption; no: individuals that were not smokers) and alcohol
consumption (yes/no; yes: drinkers that had a daily consumption; no: individuals that

were not drinkers).

Collection of Biological Material and Molecular Analysis

Buccal cells for DNA extraction were collected using disposable cytological
brushes. For the control group cells were collected from the jugal mucosa, and for
OPML patients cells were acquired from the oral lesion with the patient previously
anesthetized.

DNA extraction was performed following the manufacturer's instructions.
(Puregene Buccal Cell Kit- Gentra Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota, USA). The
T102C polymorphism (rs6313) SNP was genotyped using primers and probes contained
in the 40x Human Custom TagMan Genotyping Assay (Life Technologies, Foster City,
CA, USA). The reactions were conducted in a 96-well plate, in a total 5 ml reaction
volume using 2 ng of genomic DNA, TagMan Genotyping Master Mix 1x (Applied
Biosystems), and Custom TaqgMan Genotyping Assay 1x. Then plates were positioned
in a real-time PCR thermal cycler (7500 Fast Real PCR System; Applied Biosystems)
and heated for 10 min at 95 °C, followed by 45 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1
min. Fluorescence data files from each plate were analyzed using automated allele-

calling software (SDS 2.0.1; Applied Biosystems).

Statistical analyzes

Statistical analyzes were performed using the statistical package SPSS 16.0.
Genotypic and allelic frequencies were estimated by direct counting of the alleles. The
Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated by x2 —test. The analysis of gender,
genotype, allele, smoking habits and alcohol consumption between dysplasia and
controls, and the allelic distributions between smoking habits and alcohol consumption
in the case group were evaluated by y2 —test. Multinomial logistic regression analysis
was performed to evaluate the risk of T102C polymorphism SNP in dysplasia. Values

of p <0.05 were considered to be statistically significant.
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Genotype distributions were in Hardy—Weinberg equilibrium in case and control

groups (p>0.05).

Results

A total of 110 individuals were included in this study (38 cases and 72 controls).
The mean age was 66.0 (SD+14.2) for the case group and 61.3 (SD%15.5) for the
control group. The histopathological characteristic, in regard to the severity of epithelial
dysplasia, showed that 29.7% were mild dysplasia, 54.1% were moderate dysplasia and
16.2% severe dysplasia.

The genotype (p<0.05), allele (p<0.050) and smoking habits (<0.001)
distribution differed significantly between dysplasia and control group. The genotype
CT and TT, and the T allele showed a higher frequency in dysplasia (65.6 18.8 and
84.4%, respectively) than in controls (55.7, 4.9 and 60.7). In regard to smoking habits
the higher frequency was in the dysplasia group (Table 1).

When smoking habits and alcohol consumption, were analyzed according to
allele distribution no significant differences were observed (p>0.05) (Table 2).

In the multivariate logistic regression analysis associating variables of interest
and the presence of dysplasia (Table 3), the crude analysis showed a statistically
significant difference with smoking habits (p<0,001) and allele distribution (p=0.015).
This significance was maintained when variables were adjusted, were individuals with
smoking habits present 7.58 increase risk (CI 95%: 2,61-22,08, p<0,001) to develop
dysplasia, and individual carrying the T allele for the T102C polymorphism had a 4.6
increase risk (IC 95%: 2,61-22,08, p=0,036) to develop oral dysplasia in OPML.

Discussion

Smoking and alcohol habits have been reported to increase the risk for OPML,
oral dysplasia, and neoplasic onset and promotion (Mehrotha, 2006; Shingler, 2017),
and these deleterious habits have been associated with the T102C polymorphism. Here
we speculated that this polymorphism could influence in smoking and alcohol
consumption and therefore influence indirectly in dysplasia in OPML patients. Indeed
our results showed that individuals with smoking habits have increase risk to develop
dysplasia. However, no association was found between the T102C polymorphism and
smoking and alcohol consumption in oral dysplasia in OPML. Yet our study showed,

for the first time, a direct association between the T102C polymorphism and oral
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dysplasia in OPML. It was shown that individual carrying the T allele have a 4.6
increase risk to develop oral dysplasia in OPML then C allele carriers.

Since tobacco is established as a carcinogen and epithelial dysplasia is generally
regarded as one of the most important predictor of malignization in OPML, one
important issue is whether smoking can increase epithelial dysplasia and therefore favor
the malignant potential of OPML. In our study, individuals with smoking habits
presented a 7.58 increase risk to develop dysplasia in OPML when compared to
controls. In this sense a recent meta-analysis showed that tobacco smoking increases the
risk of malignization of an OPML lesion (oral lichen planus) (Aghbari, 2017). This
result highlights the relevance in intervening in smoking habits in patients with OPML
in order to decrees the potential of dysplasia and therefore reduce the chances of OPML
malignization.

Considering that tobacco and alcohol consumption are considered a risk factors
for OPML development, in this study we investigated the T102C polymorphism at the
SHT2A receptor in oral dysplasia in OPML and its association with smoking and
alcohol habits. Since smoking and alcohol addiction is considered a central nervous
system disease that affects pathways such as the dopaminergic and serotonergic
pathways in the brain, several genetic variant have been reported to be associated with
the addiction suggesting, therefore, the existence of a genetic component (Sanchez,
2015).

This polymorphism accounts for a T to C (102) substitution, and does not alter
the amino acid sequence. Therefore the SHT2AR encoded by both allele variants are
identical (Wrzosek, 2011). However it has been hypostasized that the expression of the
SHT2AR could vary according to the presence of C- or T-allele (Polesskaya and
Sokolov, 2002; Polesskaya, 2006), throughout epigenetic DNA modifications in the
methylation of cytosine residues within cytosineguanine dinucleotides (CpG), a process
known to prevent gene expression (Polesskaya and Sokolov, 2002; Polesskaya, 2006).
This could underline the genetic association between this polymorphism with smoking
and alcohol consumption and the controversial results shown until now. Indeed some
studies have shown association between smoking and alcohol habits and the T-allele,
other between the C-allele and other has shown no association.

Research suggests that the genotype CC of the T102C polymorphism is
associated with a decrease in SHT2A receptor in the central nervous system (Jakubczyk,

2012), which is related with tobacco, alcohol and drug dependence (Jakubczyk, 2013).
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In the present study, no association was found between the T102C polymorphism and
smoking and alcohol consumption in oral dysplasia in OPML. Research conducted by
White et. al (2011), showed the importance of the T102C polymorphism for the use of
tobacco, were the T102 homozygous (genotype TT) were more likely to be smokers
than the homozygous CC. On the other hand, a study with male population of smokers
from Malaysia found no relationship between genes and smoking behavior, in similarity
to our study (Rozac, 2014).

In relation to alcohol habits Hwu, et al (2000) showed that alcohol abuse is
associated with the TC genotype of the T102C polymorphism. The author speculate that
the significance of the TC genotype, in the molecular biological level, may involve the
translation affected by secondary structure and the stability of the mRNA, which, in
turn, can decrease the activity of the receptor, causing impulsive behaviors associated
with alcohol abuse (Hwu, 2000). Wrzosek, et al (2012), revealed a significant
association between the T102C polymorphism and the age of drinking habits onset.
Patients homozygous for the C allele had significantly lower age at the beginning of
addiction than individuals with at least a T allele (Wrzosek, et al., 2012). With regard to
relapse after treatment in alcohol-dependent patients, the CC genotype was significantly
associated with relapse. Patients with the CC genotype presented 2.3 times more likely
to resort the addiction than those with the T allele (Jakubczyk, 2013).

Although evidences indicated association between the T102C polymorphism and
smoking and drinking habits our contradicting results may be related to a small sample
size for these variants. In addition, our study presented the relation between this
polymorphism and smoking and drinking habits in a population with OPML and oral
dysplasia, on the contrary to other study were these variables were evaluated in a
healthy population.

Another important result showed in our study was the direct relation between the
T102C polymorphism and oral dysplasia in OPML. It was shown that individual
carrying the T allele have a 4.6 increase risk to develop oral dysplasia in OPML.
Considering that oral dysplasia is a potentially premalignant condition that can progress
to carcinoma (Shingler, 2017) it is important to detect predictors that can increase the
risk for dysplasia. Although both genetics and environmental factors contribute for
OPML development and progression, the genetic components are largely unknown (Pu,
2009). In this sense, some research have been conducted in order to determine

polymorphisms associated with OPML, were some have shown susceptibility towards
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OPML development such as COX-2 polymorphisms (Pu, 2009), Toll-like receptors
polymorphism (De Barros Gallo, 2017) GSTT1 polymorphism (Barroso Duarte, 2006)
and Leptin receptor polymorphism GIn223Arg (Domingos, 2014). However, to the best
of our knowledge no study has evaluated the T102C polymorphism in dysplasia and
even less in OPML. Therefore the literature lacks on information regarding pathways
that could relate to the SHT2A receptor and the oral epithelium in physiological

conditions and even less in pathological situation such as dysplasia and OPML.

Conclusion

Overall the results in our study indicated a relationship between smoking habits
and oral dysplasia in OPML. However smoking and alcohol consumption failed to show
an association with the T102C polymorphism in oral dysplasia in OPML patients. In
addition our study indicated, for the first time, a possible relationship between the
T102C polymorphism and oral dysplasia in OPML. This finding could encourage
further studies on the SHT2A pathway and its possible association with dysplasia in
OPML.
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Table 1. Distribution and analysis of variables of interest between dysplasia and control

group.
Variables Dysplasia N (%) Control N (%)
Gender

Female 27(32.9) 55(67.1)
Male 11(39.3) 17(60.7)
Genotype

CcC 5(15.6) 24(39.4)*
CT 21(65.6) 34(55.7)
TT 6(18.8) 3(4.9)
Allele

CcC 5(15.6) 24(39.3)*
CT+TT 27(84.4) 37(60.7)
Smoking Habits

No 12(18.5) 53(81.5)**
Yes 21(65.6) 11(34.4)
Alcohol Consumption

No 23(35.4) 42(64.6)
Yes 10(31.3) 22(68.8)

Analyzed by y2 —test. * p-value< 0.05; ** p-value< 0.001

Table 2. Analysis of variables of interest according to allele distribution in the presence

of dysplasia.

Variables p-value*
CcC CT+TT

Smoking Habits

No 0(0.0) 10(100.0)

Yes 3(15.8) 16(84.2) 0.532

Alcohol Consumption

No 1(5.0) 19(95.0)

Yes 2(22.2) 0.220

*Analyzed by 2 —test. Significant p-value< 0.05.
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Table 3. Crude (c) and adjusted (a) association between variables of interest and the

presence of dysplasia.

Variables OR® 95% Cl p-value* OR® 95%Cl p-value*
Gender 0.542 -
Female 1

Male 1.32 0.54-3.20

Genotype 0.250 -
CcC 1

CT 9.6 1.78-51.92

TT 3.2 0.73-14.35

Allele 0.015 0.036
CC 1 1

CT/TT 3.50 1.19-10.35 4.60 2.61-22.08
Smoking Habits <0.001 <0.001
No 1 1

Yes 8.43 3.22-22.05 7.58 2.61-22.08

Alcohol Consumption 0.685 -
No 1

Yes 0.83 0.34-2.05

OR"=0dds ratio crude; OR*=0dds ratio ajusted; CI=confidence interval.

*Analyzed by multivariate logistic regression analysis. Significant p-value< 0.05.
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10. CONCLUSAO

Em geral, os resultados do nosso estudo indicaram uma relacdo entre hébitos de
tabagismo e displasia oral em lesdes orais potencialmente malignas (LOPM). Contudo,
o habito de fumar e o consumo de &lcool ndao mostraram associacio com o
polimorfismo T102C na displasia oral em pacientes com LOPM. Além disso, nosso
estudo indicou, pela primeira vez, uma possivel relagdo entre o polimorfismo T102C e a
displasia oral em lesdes orais potencialmente malignas. Esta descoberta poderia
estimular novos estudos sobre a via SHT2A e sua possivel associacdo com displasia em

LOPM.
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ANEXOS

Anexo A — Carta de informacdo ao paciente

UNIVEREIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Carta de Informapda ae Pacienie

Naste estudo serdo examinados os paclentes que utlizam o8 5erigos 0o Centro de
Dlagnestico das Doengas da Boca (CODB), com |dade supSrior ou lgeEal a 45 anos, colhendo-s2
a histana da evolugdo g2 cada lesdo; @ realizando-58 WM exame Intemo 2 extama da boca,
sendo avallada a necessldade de reallzagio oe blopsiase de dagnostico micTosCopico.

Serdo coletadas amostras da mucosa bucal, utlizando escovinhas especials que SErao
esfreganas s00re a regldo da lesdo por aproximadaments 30 segundos, Apes 3 anastasia,
realizando quatro coletas para analse do material gendtico. As 1ecnicas wilizadas nasie estudo
tem como objetivo esbudar os genss que podem estar envolvidos no desenvolvimeanto do cancer
de boca. O protocoios utllizados nao implicam em nenhum fsco 3 saode fsica e mental do
Indlvidu.

Desta forma. estando Informade do estudo que serd realizado, dou pleno consentmenio
& Faculgade ge Cdontokogla de Peiotas @ ao Centro de Desenvalvimenio Tecnaleglco da
Uriversidade Federal da Pelotas para gue, por intermédio de seus professonss, alunos de
pas-graduagio e graduacdo devidamente autorzados, wilizem o material blokglco coletado, de
3cordo com o6 conhecimentos clentfcos & de forma ética.

Concorso tamioem, que a documentagdo relativa a0 estudo devera ser anquivada na
Faculdage de Odoniplogla & mantida sob a guarda dos autores do projeto de pesquisa, gue 52
COmprometem a manter sigho dos dados coletados, & tambam a garantir que 3s Infommagdes
geratas pelos resultados seste radalho sardo divulgatas apenas com fnalizade clentca e de
ensino, preseryando-se, totalmente, o anonimato dos pacienies. Assim, dou aos autores desie
projeto 8 pesguisa, plenos direlios e uso, para fins de ensing e divulgacdo, respaltando o5
respectvos codigos de ética.

Peintas, ] ge 2011.




ANEXO B: Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

FACULDADE DE QDONTOLOGIA

Autorizagdo para Pesquisa e Execucdo de Tratamento

Projeto: ACOES COLETIVAS PARA A PREVENGAQ e DETECCAO do CANCER
de BOCA E IDENTIFICAGAO DE MARCADORES MOLECULARES DO
CARCINOMA ESPINOCELULAR NA POPULACAD DA REGIAQ SUL DO RIO
GRANDE DO SUL

Responsavel: Prof. Dra. Sandra Beatriz Chaves Targuinio

NOME DO PACIENTE:
FICHA N.%:

Por este instrumento que atende 3s exigéncias legais, o (a) senhor{3)
., portador (a) da cédula de
identidade n.® __ SSP/ , apos leitura minuciosa da CARTA
DE INFORMACAD AQ PACIENTE, devidamente explicada pelo{s) profissional(is)
em seus minimos detalhes, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera
submeftido, ndo restando quaisguer dividas a respeito do lido e do explicado, firma
seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD em concordancia em participar da
pesquisa proposta no que lhe & cabivel, conforme a CARTA DE INFORMACAQ AQD
PACIENTE.

Fica claro que o paciente ou seu representante legal pode, a qualquer
momento, retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD, sem ser
prejudicado no tratamento, & deixar de parficipar do estudo alvo da pesquisa e ciente
que todo trabalho realizado toma-se mfn:rrmacan confidencial guardada por forga do
sigilo profissional (Art. 9° do Cadigo de Etica udnntnluglca}

FPor estarem entendidos e conformados, assinam o presente termo.

FPelotas, de de 2011.

Assinatura do paciente Responsaveis pelo estudo
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Anexo C — Carta de aprovagdo do comité de ética em pesquisa

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PELOTAS, 19 de novembro de 2008.

PARECER N° 058/2008

O projeto de pesquisa intitulado: “ACOES COLETIVAS PARA A
PREVENCAO E DETECCAO DO CANCER DE BOCA E IDENTIFICACAO DE
MARCADORES MOLECULARES DO CARCINOMA ESPINOCELULAR NA
POPULACAO DA REGIAO SUL DO RIO GRANDE DO SUL”, estd constituido de
forma adequada, cumprindo, nas suas plenitudes preceitos €ticos estabelecidos por este
Comité e pela legislagdo vigente recebendo, portanto, PARECER FAVORAVEL & sua

execugio,
/ Tnf‘f\w
/s b PV s W

Prof. Marcos Antonio Torriani cont &
Coordenador do CEP/FO/UFPel
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ANEXO D: Questionario

QUESTIONARIO
1. Até que série tu estudastes na escola? SERIE: GRAU:
2. Terminastes a___série? MN°DE SERIES COMPLETAS: GRAU:

HABITOS PESSOAIS
Agora vou te perguntar sobre teus habitos diarios.

Primeiro vamos falar sobre cigarro.
NESSA ABORDAGEM, FUMANTE E QUEM FUMA TODOS OS5 DIAS PELO MENCS 1 CIGARRQ FOR DIA.

3. Tu costumas fumar? (1)NAQ  (2)SIM  (3)EX-FUMANTE SE A RESPOSTA FOR NAQ, PULE PARA A QUESTAOQ 7)
SE SIM ou se EX-FUMANTE: -
4. Tu fumas/fumavas todos os dias? (1)NAD (2)SIM-
SE EX-FUMANTE:
5. Ha quanto tempo paraste de fumar? ____ dias OU __ _ meses OU__ __ anos
6. SE SIM OU EX-FUMANTE, preencha o quadro abaixo (perguntando)
a) - Tipo de fumo:
b) - Quantos cigarros por dia? .
(MARCAR NO QUADRO, AQ LADO DE CADA TIPC DE FUMO, O NUMERC CONSUMIDO POR DIA, LEMBRANDO QUE 1
MAGO DE CIGARROS= 20 CIGARROS)
a) Tipo de fumo b) No./dia
() Cigarmo com filtro (comum)
{_) Fumo de corda (rolo)
{ ) Cachimbo
{ ) Outros:

Agora vamos falar sobre tomar bebidas quentes (café, cha e outros, menos chimarrao).

CONSIDERADO CONSUMIDOR QUEM TOMA 1 VEZ OU MAIS POR SEMANA. SE FOR MENOS DE 1 VEZ POR SEMANA,
PULA AS DEMAIS PERGUNTAS E VAl PARA CHIMARRAO (PERGUNTA 11)

7. Tu costumas tomar bebidas quentes como café, cha ou outra (menos chimarrédo)? -

(1) NAD  (2) SIM (3)BEBIA,MAS PAROU (SE A RESPOSTA FOR NAO, PULE PARA A QUESTAO 11)

8. SE SIM OU SE BEBIA MAS PAROU:: Uma vez ou mais por semana? (0)NAO (1)SIM

9. 5E 5IM QU SE BEBIA, MAS PAROU: Quantos dias por semana? __ dias (7)todos os dias

10. SE RESPONDEU SIM A PERGUNTA "UMA VEZ OU MAIS POR SEMANA", PREENCHER O QUADRO ABAIXC (perguntando)
a) - Em gue tipo de vasilha tu costumas/costumavas tomar café, cha ou outra bebida quente? (MARCAR NO QUADRO AS
VASILHAS CORRESPONDENTES)

b) - Quantas dessa <vasilha- tu costumas/costumavas tomar por dia? i

{MARCAR NO QUADRO, AO LADO DE CADA TIPO DE <vasilha>= E, O NUMERO CONSUMIDO POR DIA)
a) Tipo de vasilha b} N¥DIA
[( JXICARA

MEIA TAGA

{ JXICARA DE CAFEZINHO
{_JCOPQO COMUM — 200ml
[( JOUTRO:

Agora vamos falar de chimarréo.
CONSIDERADO CONSUMIDOR QUEM TOMA 1 VEZ OU MAIS POR SEMANA. SE FOR MENOS DE 1 VEZ POR SEMANA,
PULA AS DEMAIS PERGUNTAS E VAI PARA ALCOOL {PERGUNTA 15)
11. Tu costumas tomar chimarrao? - -
(1)INAC  (2)SIM-  (3)BEBIA, MAS PAROU (SE A RESPOSTA FOR NAQ, PULE PARA A QUESTAO 15)
SE SIM OU SE BEEIA MAS PAROU:
12. Uma vez ou mais por semana? (1)Nao (2)SIM
13.Quantos dias por semana? DIAS/SEMANA (7) Todos os dias
14. SE RESPOMNDEU SIM A PERGUNTA "UMA VEZ OU MAIS POR SEMANA". PREENCHER O QUADRO ABAIXO
(perguntando)
A) Tu medes/medias o chimardo gue tu tomas/tomavas em (cuia, térmica ou chaleira) yMARCAR NO QUADRO AS

VASILHAS CORRESPONDENTES)
B)Quanto tu costumas/costumavas tomar por dia?
C) A <vasilha=que tu costumas tomar é: (1)pequena (2) grande (3) média
{(MARCAR NO QUADRD, AQ LADO DE CADA TIPQ DE <vasilhas, © TAMANHO E,0 NUMERQ CONSUMIDC PCR DIA)

A) Vasilha B) N9DIA C) TAMANHO
(pequena, média ou grande)

(JCUIA
( JCHALEIRA
() TERMICA
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Agora vamos falar de bebidas de alcool

CONSIDERADO CONSUMIDOR QUEM TOMA 1 VEZ OU MAIS POR SEMANA. SE FOR MENOS DE 1 VEZ POR SEMANA,
PULA AS DEMAIS PERGUNTAS E VAl A PERGUNTA 20)

15. Tu costumas tomar bebidas de dlcool? - -
(1)NAC (2) SIM- (3)Bebia mas parou (SE A RESPOSTA FOR NAQ, PULE PARA A QUESTAO 20)
SE SIM OU SE BEBIA MAS PAROU:

16. Uma vez ou mais por semana? (1)Mao (2)Sim

17. Ha quanto tempo paraste de BEBER? _ __ dias OU __ __ meses OU__ __ anos
SE SIM:
18. Quantos dias por semana? DIAS/SEMANA (V) Todos os dias

19. SE RESPONDEU SIM OU SE BEEIA MAS PAROU., preencher o quadro abaio (perguntando)

a) -Cue bebida tu tomastomavas? (ASSINALAR NO QUADRO ABAIXO)

PARA CADA BEBIDA MENCIONADA, PERGUNTAR: .
bj) -Que tipo de vasilha tu usas/usavas? (ASSINALAR NO QUADRO ABAIXC, MARCANDO O NO. CORRESPONDENTE DA
VASILHA)

c) - Quantas <vasilna= tu tomas/tomavas por dia? (ANOTAR NO QUADRO ABAIXO)

(01) COPO COMUM (200ml) (de BAR) (04)LATA(350,355ml)
(02) TAGA (calice) (05) GARRAFA PEQUENA (300ml)
(03) MARTELO (100ml) (06) GARRAFA MAICR (800, 720ml)
(07) OUTRO=
RECIPIENTE N<DIA
{_}Vinho
() Cerveja

() Bebidas destiladas (aguardente,
vodca,uisque...)

[ ) Outra |

20. Tu mesmo costumas examinar a tua boca no espelho,?
(1) NAQ (2) SIM (3)ASVEZES (4)MAQ SABE

MUITO OBRIGADA PELA SUA COLABORAGAO!!!



68

ANEXO E: Protocolo de extracdo de DNA (PuregeneBuccalCell Kit- Gentra Systems,
Inc., Minneapolis, Minnesota, USA)

Lise celular

1. Lavar a escova num tubo de microcentrifuga contendo 300ul de solucdo de lise
celular, levantando-a e abaixando-a, cerca de 10 vezes;

2. Adicionar 1,5ul de Proteinase K (20mg/ml) ao lisado celular;

3. Misturar, por inversao, 25 vezes;

4. Incubar a 55° C por uma hora ou overnight a 37° C.

® Amostras sdo estdveis no tampao de lise por ao menos 18 meses a temperatura
ambiente.

Tratamento com RNAse A

1. Adicionar 1,5ul de Solucdo de RNAse A ao lisado celular;

2. Misturar a amostra, invertendo o tubo 25 vezes;

3. Incubar a 37° C por 15-60 minutos.

Precipitacao da proteina

1. Resfriar a amostra a temperatura ambiente;

2. Adicionar 100ul de Solugdo de precipitagao de proteina ao lisado celular;

3. Misturar no agitador, em alta velocidade, por 20 segundos;

4. Colocar o tubo no gelo por 5 minutos;

5. Centrifugar a 13.000-16.000 g por 3 minutos

¢ Formacdo de um pellet branco e firme; se ele ndo se formar, repetir os passos 3,4 e 5.
Precipitacao do DNA

1. Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo novo de 1,5ml contendo
300 pul de Isopropanol a 100% (2-propanol) e 0,5ul de solucdo de glicogénio
(200mg/ml);

2. Misturar por inversao, delicadamente, 50 vezes;
3. Incubar a temperatura ambiente por no minimo 5 minutos;

4. Centrifugar a 13.000-16.000 g por 5 minutos (o pellet de DNA, pequeno e branco;
pode ndo ser visivel);

5. Desprezar o sobrenadante e secar o tubo sobre um papel absorvente limpo;
6. Adicionar 300ul de Etanol 70% e inverter o tubo vdrias vezes para lavar o DNA;

7. Centrifugar a 13.000-16.000 g por 1 minuto. Cuidadosamente retirar o etanol
(cuidado, o pellet pode ficar frouxo);

8. Inverter o tubo; secar com papel absorvente e deixar ao ar ambiente por 10-15
minutos.

Hidratacao do DNA

1. Adicionar 20ul de Solucao de hidratagdo de DNA;

2. Reidratar o DNA incubando a amostra por uma hora a 65° C ou overnight a
temperatura ambiente;

3. Armazenar o DNA a 4° C, ou para longo tempo de armazenamento, a -20°C ou -80°
C.
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