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RESUMO: O cancer oral representa o 16° cancer mais comum no mundo e o 15° que
mais mata em ambos os sexos. No Brasil sdo estimados 15.100 novos casos para
cada ano do triénio de 2023 a 2025 e 360 casos no Espirito Santo. Apesar dos
avancos no tratamento do carcinoma epidermoide oral (CEO), o progndstico
permanece desfavoravel com taxas de sobrevida global de até 60%. Além de fatores
extrinsecos, alteragbes genéticas como polimorfismos podem estar relacionadas ao
desenvolvimento deste céncer. Com isso, este estudo objetivou investigar a
associagao do polimorfismo Arg194Trp do gene XRCC1 com o cancer oral no Espirito
Santo, Brasil. Foram analisados, através da técnica de PCR-RFLP, o material genético
de 107 individuos, sendo 44 pacientes com CEO e 63 controles para obtengao de
informagdes acerca da presencga deste polimorfismo. Como resultado, o genétipo CC
foi encontrado em 84,1% dos controles e 65,9% dos casos, caracterizando os
homozigotos selvagens. O gendtipo CT foi mais encontrado entre os casos, com
34,1% e 14,3% dos controles, caracterizando os heterozigotos, entretanto o genétipo
TT se mostrou incomum, sendo observado somente em um dos controles. O valor de
p=0,041 se mostrou estatisticamente significativo, indicando que a presenca do alelo
T em um dos genes pode ter um papel importante no cancer oral. Portanto, os valores
significativos deste estudo, em relacdo a frequéncia do polimorfismo Arg194Trp
(C26304T) do gene XRCC1 e sua associagdo ao cancer oral no Espirito Santo,
sugerem que individuos heterozigotos podem apresentar maior suscetibilidade ao
cancer.
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ABSTRACT: Oral cancer is the 16th most common cancer worldwide and the 15th
leading cause of cancer death in both sexes. In Brazil, an estimated 15,100 new cases
are expected each year from 2023 to 2025, with 360 cases in Espirito Santo. Despite
advances in the treatment of oral squamous cell carcinoma (OSCC), the prognosis
remains unfavorable, with overall survival rates as low as 60%. In addition to extrinsic
factors, genetic alterations such as polymorphisms may be related to the development
of this cancer. Therefore, this study aimed to investigate the association of the
Arg194Trp polymorphism of the XRCC1 gene with oral cancer in Espirito Santo, Brazil.
The genetic material of 107 individuals was analyzed using the PCR-RFLP technique,
including 44 patients with oral cancer and 63 controls, to obtain information about the
presence of this polymorphism. As a result, the CC genotype was found in 84.1% of
the controls and 65.9% of the cases, characterizing wild-type homozygotes. The CT
genotype was more frequently found among the cases, with 34.1%, and 14.3% of the
controls, characterizing heterozygotes; however, the TT genotype was uncommon,
being observed in only one of the controls. The p-value of 0.041 was statistically
significant, indicating that the presence of the T allele in one of the genes may play an
important role in oral cancer. Therefore, the significant values of this study, regarding
the frequency of the Arg194Trp (C26304T) polymorphism of the XRCC1 gene and its
association with oral cancer in Espirito Santo, suggest that heterozygous individuals
may have a greater susceptibility to cancer.

Keywords: Polymorphism; Oral cancer; PCR-RFLP.

1 INTRODUGAO

O cancer consiste em um dos maiores problemas de saude publica e econémica do
mundo, sendo responsavel pela morte de uma a cada seis pessoas (Bray et al., 2024).
Dentre os diversos tipos de canceres, as neoplasias malignas da regido de cabecga e
pescocgo destacam-se pela elevada incidéncia, ocupando a posigao de sétimo cancer
mais prevalente no mundo e um dos mais agressivos, sendo responsaveis por mais
de 870 mil novos casos e 440 mil mortes a cada ano (Thakral et al., 2024).

O tipo histolégico mais frequente na regido de cabega e pescogo € o carcinoma de
células escamosas, presente em 90% dos sitios anatébmicos como laringe, faringe e
cavidade oral (Thakral et al., 2024). A cavidade oral é o sitio mais frequentemente
acometido por estes tumores e, somente em 2022, foram registrados 389.846 novos
casos e 188.438 mortes por cancer oral no mundo, com estimativa de 15.100 novos
casos para cada ano do triénio de 2023 a 2025 no Brasil e 360 casos no Espirito Santo
(INCA, 2022; IARC, 2024).

Apesar dos avancos no tratamento destes tumores, o progndstico permanece
desfavoravel, com casos de recidiva e taxas de sobrevida global de 50% a 60% (Gupta
et al., 2024). Ademais, o conhecimento acerca do cancer oral e seus fatores de riscos
diferem entre paises em desenvolvimento e desenvolvidos, corroborando para um
diagndstico tardio e comprometendo a eficacia do tratamento (Kijowska et al., 2024).

O tabagismo e etilismo s&o os principais fatores de risco para o cancer oral e, quando
associados, atuam sinergicamente aumentando o potencial carcinogénico de forma
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consideravel. Além disso, uma dieta com baixo valor nutricional também tem sido
associada ao desenvolvimento destes tumores (Kijowska et al., 2024).

Ademais, polimorfismos em genes de reparo do DNA possuem um papel importante
na suscetibilidade ao céncer oral, ja que apresentam uma fungdo fundamental em
reparar mutagbes ocasionadas por fatores ambientais, como habitos de vida
associados a este cancer (Tata; Kshirsagar; Nangare, 2022). Dessa forma, a
associagao de fatores ambientais atrelados a pré-disposi¢ao genética individual pode
induzir danos ao DNA por modificar a estrutura e fungéo de enzimas dos sistemas de
reparo (Gupta et al., 2024).

Estudos apontam que a reducdo da capacidade de reparo do DNA causada pela
presenca de polimorfismos genéticos é crescente e esta relacionada ao aumento do
risco de cancer oral. Dessa forma, o gene XRCC1, o qual codifica a Proteina 1
Complementadora Cruzada de Reparo de Raios X (XRCC1), mostra-se significativo
nesse processo. Além disso, sua combinagdo com o gene XRCC4 tem sido descrita
como um potencial biomarcador para o cancer de cavidade oral (Tata; Kshirsagar;
Nangare, 2022).

O gene XRCC1 esta envolvido em algumas vias de reparo do DNA, como a via de
reparo por excisdo de bases (base excision repair, BER) e reparo de quebra de fita
simples (single-strand break repair, SSBR). Os mecanismos de reparo de DNA sé&o
ativados quando ocorrem danos ao material genético e esse processo recruta enzimas
que, em conjunto, realizam e otimizam a inserg¢ao dos nucleotideos corretos aos locais
da mutagao, acelerando esse processo (London, 2020).

Entretanto, alteracdes na via de reparo por excisdo de bases podem elevar o risco do
cancer, evidenciando que falhas neste sistema contribuem para o acumulo de
mutagdes que podem ativar proto-oncogenes e inativar genes supressores de tumores
(Grundy; Parsons, 2020;Sinkala, 2023). Com isso, a deteccdo precoce de
polimorfismos, atrelados a alteracbes moleculares, se apresenta como um método
potencial para identificar individuos com maior risco de desenvolver cancer oral,
podendo contribuir para o diagndstico em estagio inicial e consequentemente a um
melhor progndstico (Tata; Kshirsagar; Nangare, 2022).

Portanto, a possibilidade de avaliar essas alteracbes genéticas e moleculares
precoces pode aumentar as chances de um diagnostico de doenga em fase inicial,
melhorando o prognéstico do paciente. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a associagéao do polimorfismo Arg194Trp do gene XRCC1 (C26304T)
e o risco de carcinoma epidermdide oral (CEQO) em 44 pacientes e 63 controles.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL (CEOQ)

O CEO se caracteriza como uma neoplasia maligna originada do epitélio de
revestimento da cavidade oral e labio, representando 90% dos tumores desta regiao.
Os subsitios mais comumente afetados, categorizados a partir da Classificagao
Internacional de Doencas (CID), sédo o labio inferior, assoalho da boca e lingua (Su et
al., 2021).
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A exposicdo da mucosa oral a agentes carcinogénicos, em especial aqueles
provenientes da combustdo do tabaco e consumo de bebidas alcodlicas, pode levar a
transformacao de células epiteliais e iniciar o processo de tumorigénese. Nas fases
iniciais €& possivel observar o surgimento de desordens com potencial de
transformacado maligna (oral potentially malignant disorders, OPMDs), como a
leucoplasia (placa branca) e a eritroplasia (placa ou mancha vermelha). Estas lesdes
podem apresentar graus variados de displasia intraepitelial oral e sdo identificadas por
seu potencial de se transformarem em carcinoma epidermdide invasivo (Gupta et al.
2024; Su et al. 2021).

Esse processo que leva ao cancer consiste em uma progressao multifacetada que
acarreta uma série de alteragdes genéticas e associadas a fatores epigenéticos em
genes com fungdes reguladoras do ciclo celular, apoptose e reparo do DNA (Gupta et
al. 2024). As células tumorais sofrem diversas alteragbes, como a sustentacdo da
sinalizagdo do crescimento celular, seguida da evaséao a inibidores de crescimento,
resisténcia a apoptose, fenotipo de imortalidade, indugado da angiogénese e ativagao
dos mecanismos de invasdo e metastase. Esses eventos sdo decorrentes das
transformacdes celulares e podem levar a instabilidade gendmica, favorecendo o
acumulo de mudancgas genéticas e epigenéticas que facilitam o avango do cancer e a
manutengao do processo inflamatério (Hasegawa et al., 2023).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

O cancer € um importante problema de saude publica neste século. Com elevada
mortalidade, as neoplasias malignas sao responsaveis pelo obito de uma a cada seis
pessoas (16,8%) na populagdo em geral e um a cada quatro individuos (22,8%) com
doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNTs), globalmente. Além de provocar a
morte prematura de trés a cada 10 individuos, principalmente entre a faixa etaria de
30 a 69 anos, e estar entre as trés maiores causas de morte nesta mesma faixa etaria
em 177 de 183 paises (Bray et al., 2024).

O cancer de cabeca e pescoco é o sétimo tipo de cancer mais frequente na populacao
mundial, podendo afetar sitios anatbmicos como cavidade oral, labio, faringe, seios
paranasais e glandulas salivares. S&o registrados anualmente mais de 890.000 novos
casos, cerca de 4,5% dos diagnoésticos de cancer no mundo, e 450.000 ébitos, em
torno de 4,6% das mortes por cancer mundialmente (Barsouk et al., 2023).

De acordo com o GLOBOCAN, em 2022 a estimativa dos 36 tipos de canceres obtidas
a partir de dados de 185 paises, classificaram o cancer de cavidade oral como o 16°
mais frequente no mundo com 389.485 novos casos. Além da elevada frequéncia,
estes tumores sdo classificados na 15° posicdo em termos de mortalidade, com
188.230 obitos em ambos os sexos, com predominio em homens, como pode ser
observado nas figuras 1 e 2 (Bray et al. 2024).
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Figura 1: Mapa global da incidéncia de cancer de labio e cavidade oral entre homens

de todas as idades.
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Fonte: GLOBOCAN, 2022.

Figura 2: Mapa global da incidéncia de cancer de labio e cavidade oral entre
mulheres de todas as idades.
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O céancer de cabega e pescoco, além de ser uma preocupacéao global, apresentando
altas taxas de incidéncia e mortalidade, tem sido relacionado a indicadores de
vulnerabilidade social, estando frequentemente associado a condicbes
socioecondmicas e sociodemograficas menos favoraveis. Em consonéncia com a
literatura, casos de cancer de cabeca e pescoco tém sido mais observados em
homens com idade superior a 50 anos, de cor parda e com menor nivel
socioeconémico (Barsouk et al. 2023).

Fatores sociodemograficos, relacionados a localizacdo geografica, sdo descritos
como variaveis para a ocorréncia de cancer oral, ja que este afeta uma populagéo, em
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sua maioria, situada em paises em desenvolvimento, afetando individuos com pouco
ou nenhum conhecimento relacionado ao cancer oral, expostos a fatores de riscos,
como etilismo e tabagismo, justificando os maiores indices de CEO e reforgcando a
necessidade de estratégias de intervencgéo (Sarode et al., 2020).

2.3 FATORES DE RISCOS

2.3.1 Consumo de bebidas alcodlicas

O etanol é tido como um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento do
cancer de cavidade oral e de diversos outros tipos de canceres. Durante o
metabolismo do etanol, sdo gerados produtos considerados carcinogénicos, em
especial o acetaldeido, primeiro produto desse metabolismo, o qual é classificado
como um carcindgeno do grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer
(IARC) (Nokovitch et al., 2023).

O metabolismo do etanol se da através da enzima alcool desidrogenase (ADH), pela
via citocromo P4502E1 (CYP2E1), transformando etanol em acetaldeido (AA), que &
metabolizado pela enzima acetaldeido desidrogenase (ALDH) e transformado em
acetato, que néo é considerado um produto toxico. Ja o acetaldeido, quando gerado,
provoca adutos de DNA, moléculas que se ligam a carcindgenos, inibindo o reparo do
material genético e danificando o sistema antioxidante (Kijowska et al., 2024).

Ademais, a oxidacao do etanol pelo CYP2E1 é descrita como formadora de espécies
reativas de oxigénio (ERO), a qual leva a modificagdes no DNA, que o sistema de
defesa antioxidante, por ser afetado, ndo consegue evitar (Kijowska et al. 2024). O
etanol também age como um solvente para outros carcindégenos, aumentando as
chances de mutacao por agentes provenientes do tabaco e nitritos, os quais séo
cancerigenos. Dito isso, é possivel destacar ainda que a associagao entre 0 consumo
de bebidas alcodlicas e o tabaco contribuem efetivamente para o maior risco do
aparecimento de OPMD e cancer oral (Barsouk et al. 2023).

2.3.2 Tabaco

O tabaco é um dos principais fatores relacionados ao CEO. Classificado como um
carcindgeno do grupo 1 pela IARC, assim como o etanol, o tabaco em todas as suas
formas, como fumo, rapé ou mascado é dito como um potencial carcindégeno para o
desenvolvimento do cancer oral entre homens e mulheres (Nokovitch et al. 2023).
Diversos componentes quimicos, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
nitrosaminas, aminas aromaticas e aldeidos, sao liberados durante a combustao do
tabaco e possuem capacidade de provocar mutagées no DNA das células levando ao
cancer (Barsouk et al. 2023).

Além de alteragdes no material genético que favorecem o desenvolvimento do cancer,
o tabaco esta relacionado a um pior prognostico e menor sobrevida entre os pacientes
com cancer que nao interrompem o uso durante o tratamento oncoldgico, em relagao
a pacientes que nunca fumaram ou sao ex-fumantes. Com isso, entende-se que o
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tabagismo possui tanto efeitos cumulativos, associadas a progressao tumoral, como
efeitos agudos favoraveis a permanéncia do cancer (De La Iglesia et al., 2020).

O tabaco foi considerado fator causal para os tumores de cavidade oral e de faringe
em 70% dos casos registrados no Reino Unido, apesar de paises desenvolvidos terem
apresentado queda no uso de tabaco nas ultimas décadas, e em paises em
desenvolvimento o consumo do tabaco € um fator ainda mais preocupante (Barsouk
et al. 2023).

2.3.3 Dieta

A alimentagao pobre em vegetais, carotendides e frutas, além da adog¢ao de uma dieta
pré-inflamatéria, sdo descritos como fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer de cabeca e pescoco, incluindo o cancer oral. Esses alimentos podem elevar
a liberagao de citocinas pro-inflamatérias, atuando como promotores no processo de
tumorigénese. Desse modo, carne processada e embutidos, agucar e alimentos
industrializados estao relacionados ao maior risco para o CEO (Nokovitch et al. 2023;
Kijowska et al. 2024).

2.4 DIAGNOSTICO

O cancer de boca, quando diagnosticado precocemente (estadios | e Il) apresenta
chances de cura que podem passar de 80%. No entanto, a maioria dos casos sao
diagnosticados em estagios avancados (estadios Ill e IV), os quais apresentam
sobrevida em 5 anos de até 50%. Desse modo, torna-se imprescindivel a detecgao
das OPMD e o diagndstico precoce de lesdes iniciais, a fim de que possa ser realizado
o monitoramento e tratamento oportuno (Su et al. 2021).

O diagndstico é feito pela inspegao visual que consiste em um procedimento clinico
para reconhecer lesdes precursoras e iniciais mais comuns da mucosa oral,
destacando as leucoplasias, eritroplasias e ulceras persistentes (Su et al. 2021;
Pekarek et al., 2023). Apos identificacao de lesdes suspeitas deve ser feita a bidpsia
incisional, procedimento considerado padrdao ouro para analise histologica e
confirmacao do diagndstico clinico (Chaurasia; Alam; Singh, 2021).

2.5 PROGNOSTICO E TRATAMENTO

Os protocolos para tratamento do cancer sao decididos a partir da avaliacao do tipo
histologico, sitio anatdémico do tumor primario e estadiamento clinico do tumor
(Sistema TNM de Classificagdo das Neoplasias Malignas, American Joint Committee
on Cancer) (National Cancer Institute, 2024).

As modalidades terapéuticas com finalidade curativa incluem a cirurgia e radioterapia
exclusivas ou as modalidades combinadas de cirurgia, radioterapia, quimioterapia e
imunoterapia. Grande parte dos tumores diagnosticados em estadio | e |l sdo tratados
com uma unica modalidade, em geral cirurgia ou radioterapia. Em contrapartida,
tumores em estadios Ill e IV, em geral, necessitam de tratamento multimodal
(Arboleda et al., 2023).
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A cirurgia consiste no método de tratamento curativo de grande significancia,
principalmente para tumores diagnosticados precocemente. No entanto, a presenca
de comorbidades e tumores com estadiamento clinico avangcado demandam uma
combinagdo de modalidades terapéuticas com impacto direto no progndéstico do
paciente. O cancer oral, se diagnosticado e tratado nos estadios iniciais, reduz o risco
de metastases e o impacto do tratamento na morbidade do individuo, apresentando
melhor progndstico (Oliveira et al., 2020).

Ademais, o uso de biomarcadores para monitoramento apresenta-se como ferramenta
importante para prever o prognostico e direcionar tratamentos personalizados,
considerando as caracteristicas tumorais e individuais (Li et al., 2024).

2.6 POLIMORFISMOS DO GENE XRCC1 E CEO

O DNA é constantemente exposto a agentes potencialmente danosos, como
metabalitos, radiacdo ionizante, luz ultravioleta e alteragbes geradas por erros de
replicacao, tanto provenientes de fatores endégenos quanto exdégenos. As mutacoes
provocadas por esses agentes podem aumentar consideravelmente o risco de
desenvolvimento de um cancer. Portanto, sistemas de reparo de danos ao DNA sao
empregados para reverter essas alteragdes através de cinco vias, como a reparo por
excisao de base (BER), recombinagcdo homologa (HR), reparo de erros de pareamento
(MMR), reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e jungdo de extremidades nao
homodlogas (NHEJ) (Liu et al., 2023).

Mutagdes em genes envolvidos nesses sistemas podem comprometer sua eficiéncia,
reduzindo a capacidade de reparo dos danos, gerando o acumulo de alteragdes nos
genes que podem levar a tumorigénese. Nesse sentido, destaca-se um dos genes
relacionados ao reparo do DNA como o gene de Complementagao Cruzada de Reparo
de raios X 1 (XRCCH1), ja que alteracbes na sua expressao tém sido relacionadas a
algumas neoplasias malignas. A familia do gene XRCC é composta por 11 membros
(XRCC1-11), todos atrelados ao sistema de reparo do genoma, em especial pelo
SSBR e BER (Liu et al. 2023; London, 2020).

Este gene esta localizado no cromossomo 19g13.2-13.3 (Li et al., 2012) e codifica a
proteina 1 Complementadora Cruzada de Reparo de raios X (XRCC1), que € uma
proteina essencial no processo de SSBR e BER. XRCC1 interage com a poli-ADP-
ribose polimerase 1 (PARP1), recrutada quando ha quebras de fita simples (SSB)
causadas por oxidacdo ou alquilagdo. As enzimas glicosilases atuam na etapa da
excisdo da base (BER), que recruta a endonuclease APE1 criando uma SSB
intermediaria. A DNA polimerase B insere o nucleotideo faltante e a PNKP atua nas
extremidades do DNA e, por fim, a XRCC1 se liga a DNA ligase lll, a qual realiza a
selagem da SSB intermediaria para concluir o reparo por excisao de bases (Vaezi;
Feldman; Niedernhofer, 2011; Tang; Caglayan, 2021).

Dada a importancia desses sistemas, alteragdes no gene XRCC1 podem aumentar o
risco para o carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, entre estes o cancer oral.
A via BER esta relacionada a protecdo do DNA contra agentes carcinogénicos,
impedindo a instabilidade gendmica. Porém, a presenca de polimorfismos do gene
XRCC1 pode comprometer a eficiéncia no reparo dos danos ao material genético,
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tornando o individuo mais suscetivel ao cancer (Mohtasham; Najafi-Ghobadi;
Abbaszadeh, 2023).

Dentre os principais polimorfismos de base unica (Single Nucleotide Polymorphism,
SNPs) do gene XRCC1 que levam a mudangas de aminoacido estao os polimorfismos
localizados nos éxons 6 (Arg194Trp), éxons 9 (Arg280His) e 10 (Arg399Gin) (Xia; Wu;
Wang, 2021). Algumas pesquisas ja associaram o polimorfismo Arg194Trp ao
aumento do risco individual de cancer de cavidade oral, pois essa variagao genética
resulta em alteragcdes na capacidade de reparacédo dos danos ao DNA (Zhang et al.,
2013).

Dito isso, faz-se necessario a investigagao da influéncia dessas alteragdes genéticas,
com o intuito de elucidar o papel dos polimorfismos, em especial do gene XRCC1 do
tipo Arg194Trp, no desenvolvimento do cancer de cavidade oral na populagdo do
estado do Espirito Santo, Brasil.

3 METODOLOGIA

3.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo caso-controle onde foram incluidos individuos com diagnostico
de CEO atendidos no Programa de Prevengao e Detecgcdo Precoce do Céancer de
Boca do Hospital Santa Rita de Cassia, da Secretaria de Estado da Saude do Espirito
Santo. Todos os participantes residiam no estado do Espirito Santo, Brasil e foram
recrutados segundo protocolo do Projeto de Pesquisa Multicéntrico Internacional
intitulado “Estudo do Cancer de Cabeca e Pesco¢o na América do Sul - InterCHANGE”
nos anos de 2011 a 2013.

Um total de 44 casos foram selecionados, seguindo os seguintes critérios de inclusao:
individuos de ambos os sexos, de qualquer grupo étnico ou faixa etaria, com
diagnostico de carcinoma epidermoide oral, que n&o tivessem iniciado tratamentos
antineoplasicos prévios. Os 63 individuos do grupo controle incluiram voluntarios de
base hospitalar ou acompanhantes de pacientes, sem vinculo parental direto com os
mesmos e que nunca apresentaram diagnostico de cancer. Os grupos caso e controle
foram pareados em relagao a idade e sexo.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Integrado de
Atencdo a Saude (n° 318/2011) e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
obtido de todos os participantes.

3.2 EXTRAGCAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue periférico de casos e controles.
Foram transferidos 1mL de sangue para um tubo de polipropileno devidamente
identificado e aplicado o método de extragdo organico. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado ao tubo 1mL de Tris-MgCl2 (TM) refrigerado e, em seguida, a solugédo do
tubo foi homogeneizada.

O tubo foi novamente centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C, formando um
pellet avermelhado e o sobrenadante foi descartado. Apods isso, foi adicionado 1mL
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de TM refrigerado e homogeneizado novamente. A centrifugagao do tubo foi repetida
nas mesmas condi¢des, formando o pellet esbranquigcado (buffy coat). O precipitado
foi ressuspendido em 570ul de Tris-EDTA pH 9, homogeneizado e adicionado 30ul de
SDS/proteinase K (5mg/mL em 10% SDS-Dodecil Sulfato de Sédio) ao pellet para o
processo de digestao de proteinas e para o rompimento da membrana celular.

As amostras foram incubadas a 48°C por 2 horas e apos esse tempo foi adicionado
600ul de Fenol-Cloroférmio pH 9,0. Em seguida, os tubos foram homogeneizados por
1 minuto e centrifugados a 14.000rpm por 2 minutos, sendo retirado o sobrenadante
para um outro tubo, onde foi adicionado 600ul de Fenol-Cloroférmio pH 9,0 e
homogeneizado por mais 1 minuto. A centrifugacao foi repetida da mesma forma e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a precipitagcdo do DNA foi realizada
a partir da adicao de 100ul de 10M de acetato de sédio e 1,0 ml de etanol absoluto a
solugdo aquosa e, por fim, os tubos foram armazenados overnight a -20°C.

Apos, foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos, descartado todo sobrenadante e
adicionado 1mL de etanol 70% refrigerado, o qual foi centrifugado novamente nas
mesmas condicdes e o liquido foi descartado. Os tubos invertidos foram submetidos
a secagem por 15 minutos. O DNA foi ressuspendido em 100uL de Low Tris-EDTA
(LOoTE) e incubado em banho-maria a 37°C por 15 minutos e armazenado a -20°C.

3.3 RASTREAMENTO DE POLIMORFISMO Arg194Trp (C26304T) DO GENE XRCC1

O polimorfismo Arg194Trp do gene XRCC1 foi genotipado por meio da técnica de
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) e os fragmentos obtidos foram visualizados em gel de agarose 2% corado com
GelRed para visualizagdo e analise dos resultados. Todas as analises foram
realizadas no Laboratoério de Patologia Molecular da Universidade Federal do Espirito
Santo, campus de Maruipe, Vitéria/ES.

A PCR-RFLP foi realizada a partir da adaptagdo da metodologia aplicada por (Csejtei
et al., 2009). O sitio dimérfico avaliado foi o cédon 194 do XRCCH1, utilizando os
primers 5-GCC AGG GCC CCT CCT TCA A-3" e 5-TAC CCT CAG ACC CAC GAG
T-3" responsavel pela amplificacdo de um fragmento de 490 pb que abrange o
polimorfismo Arg194Trp do gene XRCC1. A PCR foi feita utilizando 0.4uM de cada
primer, 100 ng de DNA genbémico, 1.5 mM de MgCl,, 0.2mM de mistura de
deoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), 1U de Taq DNA polimerase e 2.5 yL de solugao
tampao para PCR (200mM Tris-HCI pH 8.4 e 500mM KCI) em volume final de 25 pL.

Foi utilizado o termociclador da Applied Biosystems durante os ensaios de PCR e
programado 30 ciclos para amplificagcdo com as condi¢gbes de desnaturagao a 94 °C
por 30s, anelamento a 57°C por 60s e extensao 72°C por 60s. Os produtos da PCR
foram submetidos ao processo de avaliagdo em gel de agarose 2% corado com
GelRed, utilizando a enzima de restricao pvull para identificar o polimorfismo.

A digestao enzimatica foi realizada através do banho maria a 37°C durante 2 horas.
Foram utilizados 5uL do produto da PCR, 2uL de tamp&o de reagéo (10x), 12,7uL
dH20 e 5U da enzima pwvull, com volume final de 20uL. Os resultados da digestao
enzimatica também foram visualizados em gel de agarose 2% e corados com GelRed.
Foram obtidos fragmentos de 490pb para homozigotos selvagens (CC), 490, 294,
196pb para heterozigotos (CT), 294, 196pb para homozigoto mutante (TT).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias genotipicas foram testadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW). Os testes qui-quadrado e exato de Fisher foram utilizados para a analise de
associacdo do polimorfismo com as caracteristicas da populacdo analisada,
adotando-se significancia quando p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo incluiu 44 casos e 63 controles. Informacdes detalhadas sobre a
idade e sexo dos participantes dos grupos caso e controle estdo descritas na Tabela
1. Um predominio de individuos do sexo masculino 84,0% (37/44) foi observado entre
0s casos. Entre os controles, 77,7% (49/63) eram do sexo masculino. Em relagéo a
faixa etaria, 50,0% (22/44) dos casos apresentaram idade maior ou igual a 55 anos e
outros 50,0% (22/44) menor do que 55 anos, ja os controles foram 47,6% (30/63) com
idade maior ou igual a 55 anos e 52,3% (33/63) menor do que 55 anos.

Como pode ser observado na tabela 1, ndo houve diferenca significativa para tais
caracteristicas entre os dois grupos, o que condiz com outros estudos que buscaram
avaliar este polimorfismo.

Tabela 1: Distribuicdo dos grupos caso e controle em relagdo a sexo e idade.

Pacientes Controles
Caracteristicas P-valor
N. (%) N. (%)
Sexo
Feminino 7 (15.9) 14 (22.2) 0.467
Masculino 37 (84.0) 49 (77.7)
Idade
=55 22 (50.0) 30 (47.6) 0.846
<55 22 (50.0) 33 (52.3)

Fonte: autoria prépria, 2025.

Os gendtipos encontrados indicam as combinagbes de bases possiveis no DNA,
sendo dois alelos com citosina (CC), sem o polimorfismo, caracterizando um
homozigoto selvagem, um alelo com citosina e outro mutado com timina no lugar da
citosina (CT), com a presenga do polimorfismo, ou seja, um heterozigoto e, por fim,
um individuo com dois alelos mutados com timinas no lugar das citosinas (TT), sendo
um homozigoto mutado.

O gendtipo CC, sem o polimorfismo, foi mais encontrado entre os casos e controles,
estando presente em 84,1% (53/63) dos individuos sem o cancer oral. Ja entre os
individuos com CEO, a presenga do genétipo CC foi identificada em 65,9% (29/44)
dos casos, sugerindo que esse gendétipo € menos frequente em individuos com cancer
de cavidade oral. Tata; Kshirsagar; Nangare (2022) avaliaram a presenga do
polimorfismo Arg194Trp do XRCC1 em 75 pacientes com cancer oral e 75 casos
controles e ndo houve significancia em relacao as caracteristicas de sexo e faixa
etaria.
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Ja o gendtipo CT, com o polimorfismo em um dos alelos, foi mais encontrado entre os
casos com cancer oral, estando presente em 34,1% (15/44) dos pacientes estudados
e em 14,3% (9/63) dos controles. O gendtipo TT se mostrou incomum, presente em
1,6% (1/63) dos individuos do grupo controle e nenhum dos casos de cancer oral
(p=0,041), o que pode indicar que a presencga do alelo T em um dos genes pode ter
um papel importante ao estar associado ao maior risco para o cancer de cavidade
bucal. Ainda com Tata; Kshirsagar; Nangare (2022), também foram encontrados
resultados significativos para este polimorfismo na india, relacionando essa alteragéo
a um maior risco de cancer oral.

A investigagao dos gendtipos CC e a combinacéo de CT e TT apresentou significancia
(p=0,037). Os homozigotos correspondem a 84,1% (53/63) dos controles e 65,9%
(29/44) dos casos, sendo que a associagao dos grupos com ao menos um alelo T foi
mais frequente nos casos de cancer com 34,1% (15/44) e 15,9% (10/63) dos controles,
destacando novamente a associacao do alelo T ao CEO.

A frequéncia dos alelos mostrou o alelo T mais presente nos casos de cancer oral com
17% (15/88) em comparagao aos casos controles com 8,7% (11/126), ja o alelo C foi
mais frequente nos dois grupos, sendo 83% (73/88) para os casos e 91,3% (115/126)
para os controles (p=0,088), como detalhado na tabela 2, demonstrando que o alelo
T € mais presente entre os casos, porém nao houve diferenca significante entre os
grupos casos e controles.

Tabela 2: Frequéncias genotipicas e alélicas nos grupos avaliados.

Genétipo Casos Controles P-Valor
N. (%) N. (%)
XRCC1 C26304T
CC 29 (65.9) 53 (84.1) 0.041
CT 15 (34.1) 9 (14.3)
TT 0 1 (1,6)
CC 29 (65.9) 53 (84.1) 0.037
CT+TT 15 (34.1) 10 (15.9)
C 73 (83) 115 (91.3) 0.088
T 15 (17) 11 (8.7)

Fonte: autoria propria, 2025.

Portanto, os resultados deste estudo indicam que o gendtipo CT com o polimorfismo
do gene XRCC1 Agr194Trp (C26304T) pode estar associado ao aumento do risco de
cancer de cavidade oral, principalmente, quando ha a presenca de somente um alelo
T, sendo que o gendtipo CC, sem o polimorfismo, parece estar menos relacionado ao
cancer de cavidade oral.

O estudo de Mohtasham; Najafi-Ghobadi; Abbaszadeh (2023), descreve que a
presenca deste polimorfismo pode estar associada ao cancer de cabeca e pescoco,
inclusive o cancer oral, pois compromete a eficacia do sistema de BER, promovendo
uma alteragéo na proteina XRCC1, ja que modifica o cédon 194 trocando arginina por
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triptofano, levando a alteragado da estrutura proteica e perda da eficacia no reparo do
DNA frente a danos causados por agentes carcinogénicos.

Essa modificacdo pode estar relacionada a suscetibilidade ao cancer oral na medida
que individuos com o polimorfismo, quando ocorre uma mutacdo no DNA e esta nao
€ reparada, pode apresentar aumento no risco de desenvolvimento da doenga, pois o
sistema de reparo aos danos n&o é capaz de corrigir (Mohtasham; Najafi-Ghobadi;
Abbaszadeh, 2023).

Contudo, pesquisas prévias citaram o papel deste polimorfismo no cancer oral como
contraditério, porém, a meta-analise realizada por Zhang et al. (2013), mostrou uma
associagao significativa entre o polimorfismo Arg194Trp do gene XRCC1 em relagdo
ao cancer oral, inclusive em casos de leucoplasia oral. Este polimorfismo ainda é
citado como o mais comum no gene XRCC1 e sua associagao significativa com o
cancer de cavidade oral pode fornecer, inclusive, novas evidéncias sobre o papel
deste polimorfismo no desenvolvimento tumoral (Zhang et al., 2013)

Além da relagdo com o desenvolvimento deste cancer, a presenga de polimorfismos
do gene XRCC1, em especial o Arg194Trp, pode estar relacionado a resposta ao
tratamento de radioterapia, evidenciando que individuos com a variagdo genética
apresentariam maior sensibilidade ao tratamento, visto que com o polimorfismo, a
capacidade de reparo dos danos ao DNA causados pela radiacdo nao seriam
plenamente corrigidos. Em contrapartida, esses individuos também podem apresentar
efeitos colaterais mais evidentes durante o tratamento. No entanto, ainda sé&o
necessarios outros estudos para determinar o papel deste polimorfismo na resposta a
radioterapia (Raturi et al., 2020).

Ademais, Wang et al. (2023) relata em seu estudo, que em tumores primarios de
cabeca e pescoco a expressao do gene XRCC1, mesmo sem o polimorfismo, ou seja,
em homozigotos selvagens, se mostra elevada em comparagdo a grupos sem a
presenca da doencga. Essa informacdo pode destacar a presenca exacerbada da
proteina XRCC1 como um potencial biomarcador de diagndstico precoce do cancer
de cabega e pescoco, com foco no cancer de cavidade oral (Wang et al., 2023).

Desse modo, tanto o polimorfismo Arg194Trp do gene XRCC1, como o gene nao
mutado, demonstram ter influéncia no cancer oral estando relacionados ao maior risco
de desenvolvimento da doenga, no caso de individuos heterozigotos com, e resposta
ao tratamento. Outros estudos associaram a alta expressado desse gene a um risco
maior de resposta minima ao tratamento e pior sobrevida em homozigotos selvagens.
Entretanto, individuos com o polimorfismo também podem apresentar menor
sobrevida e pior prognéstico, além de maiores chances de recidivas (Wang et al.,
2023; Vaezi, Feldman; Niedernhofer, 2011).

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Portanto, os dados obtidos neste estudo demonstraram associagao entre a relacéao a
frequéncia do polimorfismo Arg194Trp (C26304T) do gene XRCC1 e cancer de
cavidade oral no Espirito Santo, indicando que individuos com essa alteracao genética
podem ser mais suscetiveis a doenga, ja que o gendtipo CT sugere maior relagdo com
o cancer de cavidade oral. A presengca desse polimorfismo pode comprometer a
capacidade de reparo aos danos no DNA, principalmente, aqueles causados por
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carcindgenos, levando ao acumulo de mutagdes genéticas que podem estar atreladas
a doenca.

Ademais, essa variagao genética também pode estar relacionada ao progndstico e
resposta ao tratamento oncologico, sendo que estes individuos podem apresentar
uma melhor resposta ao tratamento, com menor risco de resisténcia tumoral.
Entretanto, apesar dos individuos polimérficos terem maiores efeitos colaterais, ainda
sao controversos os estudos acerca do prognostico e sobrevida de pacientes com ou
sem essa alteragdo. Por fim, estudos descrevem o gene XRCC1 como um potencial
biomarcador para o cancer oral, no entanto, outras pesquisas s&o necessarias para
aquisig¢ao de informacdes concretas.
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