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Abstract

Epidemiological evidence suggests that genetic variants encoding enzymes involved in folate
metabolism may modulate HNSCC risk by altering DNA methylation synthesis and genomic estability.
Aim: A review of the literature on genetic polymorphisms involved in folate metabolism and risk
of head and neck cancer was carried out. Methodology: An electronic search was made on the
Medline database to select papers on head and neck cancer and polymorphisms involved in folate
metabolism. Results: The association between MTHFR C677T polymorphism and the risk of this
tumor type was evaluated in nine studies; there was an association with this disease in three papers.
The MTR A2756G and MTRR A66G and RFC1 A80G polymorphisms were also associated with
increased risk for HNSCC. MTHFD1 G1958A polymorphism was not associated with increased risk
of this disease; the evaluation results of the MTHFR A1298C polymorphism in this neoplasm were
contradictory. Other polymorphisms involved in folate metabolism were not studied for this neoplasm.
Conclusion: We conclude that polymorphisms involved in folate metabolism may modulate the risk
of head and neck cancer, however, these results need to be demonstrated in different populations.

Resumo

Evidéncias epidemiolégicas sugerem que variantes genéticas que codificam enzimas envolvidas
no metabolismo do folato podem modular o risco de cancer de cabeca e pescoco por alterar a
metilacao, sintese de DNA e estabilidade gendémica. Objetivos: Realizar uma revisiao bibliografica
sobre polimorfismos genéticos envolvidos no metabolismo do folato e o risco de cancer de cabeca
e pescoco. Metodologia: Realizou-se uma busca eletrénica na base de dados Medline, selecionando
estudos em cancer de cabeca do pescoco e polimorfismos envolvidos no metabolismo do folato.
Resultados: A associacio do polimorfismo MTHFR C677T no risco dessa neoplasia foi avaliada em
nove estudos e trés deles mostraram associacao com essa doenca. Os polimorfismos MTR A2756G e
MTRR AGGG e RFC1 A80G também foram associados com aumento de risco para o cincer de cabeca
e pescoco. O polimorfismo MTHFD1 G1958A nao mostra associacao com o risco dessa doenca e os
resultados da avaliaciao do polimorfismo MTHFR A1298C nesse tipo de neoplasia sao contraditérios.
Outros polimorfismos envolvidos no metabolismo do folato ainda nao foram estudados nesse tipo
de neoplasia. Conclusdo: Concluimos que polimorfismos envolvidos no metabolismo do folato
podem modular o risco desse tipo de tumor, no entanto, esses resultados precisam ser comprovados
em diferentes populacoes.
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INTRODUCAO

O carcinoma de cabeca e pescoco ocupa a quinta
posicdo na lista das neoplasias mais frequentes, com inci-
déncia mundial estimada de 50.000 novos casos por ano'.
No Brasil, a estimativa para cancer de cavidade oral em
2010 era de 14.120 casos novos (10.330 homens e 3.790
mulheres)’. A grande maioria desses tumores epiteliais
¢ classificada como carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (HNSCC - head and neck squamous
cell carcinoma) e os sitios anatdmicos que estao inclui-
dos neste grupo compreendem a cavidade oral, faringe e
laringe, com ocorréncia aproximada de 40%, 15% e 25%,
respectivamente?*°,

Cerca de dois tercos dos pacientes com essa doen-
¢a apresentam estagio avangado, geralmente envolvendo
linfonodos regionais. Metastase a distincia ocorre somente
em 10% do pacientes’. O tratamento varia de acordo com
o estagio da doenca e, segundo dados da literatura, cer-
ca de 60% a 65% dos pacientes com cancer de cabeca e
pescoco podem ser curados com cirurgia e/ou radiotera-
pia. Pacientes com fase inicial (estadios I e 1I) da doenca
sao tratados com uma Unica modalidade de tratamento
(cirurgia ou radioterapia), enquanto pacientes com doen-
ca mais avancada (estagios III e IV) necessitam de uma
abordagem combinada, como a cirurgia e radioterapia ou
quimioradioterapia®.

Este tipo de tumor acomete em maior propor¢ao
individuos do género masculino e com idade avancada,
sendo que a média de idade de diagnéstico é de 60 anos”®.
No entanto, a incidéncia de cancer na base da lingua e
amigdalas tem aumentado em pessoas com idade inferior
a 45 anos e isto € atribuido ao aumento da prevaléncia da
infeccao pelo virus HPV, que contribui para o desenvolvi-
mento desta neoplasia nos paises em desenvolvimento'®!.

Os principais fatores de risco ja estabelecidos para
esta doenca sao tabagismo e etilismo, que quando atuam
em conjunto multiplicam o risco para cancer, especialmen-
te cincer de cavidade oral e faringe'?. Isto porque o cigarro
possui aproximadamente 4.700 substancias e, dessas, pelo
menos 50 sdo carcinogénicas. Ja o consumo frequente de
bebida alcodlica impede que as células epiteliais formem a
barreira de protecdo contra agentes externos, permitindo,
assim, a entrada facilitada dos agentes carcindgenos do
cigarro, que formam adutos de DNA, que nao sao reco-
nhecidos durante o processo de replicacio do DNA M,

O estudo de Hashibe et al.'? mostrou que o consumo
de alcool, independente do fumo, apresentou risco eleva-
do para o cancer de orofaringe, hipofaringe e laringe em
individuos que nunca fumaram. O consumo excessivo de
alcool pode também resultar em deficiéncias nutricionais
devido as falhas na absorcao intestinal e alterar vias meta-
bolicas importantes, como, por exemplo, a do metabolismo
do folato envolvida nas reacoes de metilacao celular. Como

consequéncia, a metilacio de genes com um potencial
papel na carcinogénese pode ser comprometida®.

Estudos também sugerem que a pobre higienizacao

oral esta associada com o risco de cincer de cabeca e
pescoco. As doencas periodontais, resultantes da pobre
higienizacao oral, podem levar a infeccoes, com conse-
quente liberacao de mediadores inflamatorios, como as
citocinas e as reacoes contra as inflamagoes podem favo-
recer o desenvolvimento do cancer'®. A perda de dentes
também pode contribuir para o desenvolvimento do cancer
oral; uma vez que leva a alteracao da flora oral, favorece a
reducao de nitritos e nitratos e a producao de acetaldeido,
que leva a formacdo de adutos de DNAM.
Em relacao a dieta, os resultados da literatura
evidenciam que a dieta rica em cereais integrais, frutas
e verduras, e pobre em alimentos processados, associa-
da a um estilo de vida saudavel pode proteger contra
danos oxidantes do DNA, uma vez que esses alimentos
possuem micronutrientes, tais como vitaminas B, C e E,
carotenoides, flavonoddeis entre outros, com propriedades
antioxidantes e anticarcinogénicas, diminuindo, assim, o
risco de cancer oral'®?!.

A deficiéncia de folato no organismo, vitamina
presente em frutas e vegetais, esta associada ao aumento
do risco de varios tipos de cancer, entre eles, de cabeca e
pescoco?#%, pois este micronutriente participa da sintese,
reparo e metilacio do DNA#¥.

OBJETIVO E METODO

Mostrar os resultados de estudos que avaliaram a
modulacao de polimorfismos envolvidos no metabolismo
do folato e o risco de cancer de cabeca e pescoco por
meio de revisio em literatura.

METABOLISMO DO FOLATO

O folato estd envolvido na formacao de grupos metil
(CH3) durante a interconversao de um carbono no meta-
bolismo intermedidrio de S-adenosilmetionina (SAM), que
serve como um doador de grupos metil nas reacoes de me-
tilacdo celulares®**». A metilacio do DNA € a transferéncia
de grupos metil para a posicao 5 de residuos de citosinas
localizadas em dinucleotideos citosina-guanina (CpG), por
meio de reacdes catalisadas por proteinas denominadas
DNA metiltransferases®. Esta modificaciao epigenética do
DNA possui varios papéis funcionais, incluindo controle da
expressao génica, estabilidade da estrutura da cromatina
e manutencdo da estabilidade gendmica?26230-34,

Existem trés mecanismos pelos quais as alteracoes
no metabolismo do folato podem contribuir com a carci-
nogénese: (1) hipometilacao de DNA e subsequente ativa-
¢ao dos proto-oncogenes®®; (2) erro de incorporac¢io da
uracila durante a sintese de DNA que leva 2 instabilidade
gendmica®*¥%; e (3) aumento na desaminacgao de citosina
nos sitios de metilacao de DNA?,
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Alteracoes nos niveis de folato devido a polimor-
fismos genéticos envolvidos em sua via metabdlica estio
associadas com mudancas na metilagao, sintese e reparo
do DNA, pois niveis adequados de folato sao essenciais
para a biossintese de purinas e pirimidinas, necessarias
para esses processos biologicos? .

Na Figura 1, estdo apresentadas as enzimas que
participam do metabolismo do folato. O folato ¢ primei-
ramente convertido em folato fisiologico reduzido pela
enzima Dihidrofolato redutase (DHFR). A enzima Serina
hidroximetiltransferase (SHMT) catalisa a reacao reversivel
de THF em 5,10-MTHF, constituindo uma enzima chave na
manutencao e regulacio da homeostase da concentracao
de folato e de grupos metil intracelulares. E uma enzima
dependente de vitamina B, e possui papel significante na
sintese de DNA e proteinas e nas reacoes de metilacao
dos dcidos nucléicos®.
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Figura 1. Principais enzimas envolvidas no metabolismo do folato.
Metabolismo do Folato — DHF: Dihidrofolato; THF- Tetrahidrofolato;
DHFR: Dihidrofolato redutase; SHMT: Serina hidroximetiltransferase;
TYS: Timidilato sintase; MTHFD1: Metilenotetrahidrofolato desi-
drogenesase 1; MTHFR: Metileno tetrahidrofolato redutase; MTR:
metionina sintase; MTRR: Metionina sintase redutase; BHMT: Betaina-
homocisteina metiltransferase; CBS: Cistationina beta sintase; RFC1:
Carreador de folato reduzido 1; SAM: S S-adenosilmetionina; SAH:
S- adenosilhomocisteina; dUMP: Deoxiuridina monofosfato; dTMP:
Timidina monofosfato.
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A enzima Metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) catalisa a conversao do 5,10 metilenotetrahidro-
folato para 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHFR), a principal
forma circulante de folato, que atua como doador de gru-
pos metil para a remetilacio da homocisteina (Hcy) para
metionina. Esta reacao de remetilacao € catalisada pela
enzima Metionina sintase (MTR), que requer a vitamina
B,, (metilcobalamina) como cofator, e resulta na formagao
de SAM. A enzima metionina sintase redutase (MTRR) é
responsavel pela manutencio do estado ativo da enzima
MTR. Apds a metilaciao da Hcy, a metionina formada € con-
densada com o trifosfato de adenosina (ATP), resultando

na S-adenosilmetionina (SAM). Em seguida, por uma rea-
cao de desmetilacido, forma-se a S-adenosil-homocisteina
(SAH), com posterior hidrolise para liberar adenosina e
Hcy, completando o ciclo®.

A metilacdo da Hcy serve para repor os estoques
de SAM quando a metionina estiver em baixos niveis. A
enzima Betaina-homocisteina metiltransferase (BHMT)
catalisa a conversiao da Hcy para metionina em uma via
alternativa de remetilacdo, na qual o aminodacido betaina
atua como doador de grupos metil para esta reacao®>'.
Quando a via de remetilacio da Hey catalisada pela enzima
MTR, dependente de folato, encontra-se alterada por fato-
res genéticos ou ambientais, a enzima BHMT desenvolve
papel crucial na homeostase da Hey™.

Participando também desse metabolismo, a enzi-
ma Cistationina B-sintase (CBS), dependente de vitamina
B,, desenvolve papel crucial no metabolismo do folato,
convertendo a Hcy em cistationina na chamada via de
transsulfuracao®.

Durante o ciclo da regeneracao de metionina, apos
a doacao do grupo metil (5-metil -THF) a homocisteina, o
THF ¢ recuperado. O THF poderd ser utilizado, por outra
via, diretamente, para a sintese de timidilato sintase (TS)
que converte deoxiuridina monofosfato (dUMP) a timidina
monofostato (dTMP), utilizando o 10-formil-THF para a
sintese de DNA. Nesta reacao, o 5,10 metileneTHF é o
substrato da timidilato®.

A enzima Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase
1 (MTHFD1) catalisa a oxidacao do 5,10-metileno-THF a
5,10-metinil-THF, que €, entdo, convertido para 10-formil-
THF (Stevens et al., 2007). Esta trés reacoes estao envolvi-
das na interconversio de derivados do carbono-1 do THF,
que sdo substratos para a sintese de metionina, timidilato
e purinas™®

Além dessas enzimas, a enzima carreadora de folato
reduzido 1 (RFC1), localizada na membrana das células da
mucosa intestinal, participa do processo de absor¢ao do
folato, realizando o transporte do 5-MTHF para o interior
de uma variedade de células, constituindo um importan-
te determinante das concentracoes de folato disponiveis
dentro das células®™

POLIMORFISMOS GENETICOS ENVOLVIDOS NO
METABOLISMO DO FOLATO E O CANCER DE
CABECA E PESCOCO

Polimorfismo MTHFR C677T

Este polimorfismo estd associado a reducao da ativi-
dade enzimatica, limitando a conversao de 5,10 metileno-
tetrahidrofolato para 5>-MTHFR, a forma de folato requerida
para as reacoes de metilacio do DNAY. Um estudo in vitro
mostrou que o gendtipo heterozigoto 677CT foi associado
com redu¢do de 40% da atividade enzimadtica, enquanto
o gendtipo homozigoto polimérfico 677TT foi associado
com uma reducao de 70% da atividade enzimatica®.
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Além disso, o gendtipo homozigoto polimorfico foi
associado com niveis baixos de folato e niveis mais altos
de homocisteina no plasma™*®! e, consequentemente, a
diminuicao de folato plasmatico pode ocasionar hipome-
tilacio do DNA e cancer®.

De acordo com nosso conhecimento, ha oito estu-
dos que avaliaram a associacdo desse polimorfismo em
cancer de cabeca e pescoco’#. Desses, somente o estu-
do de Reljic et al.”, Vairaktaris et al.* e Solomon et al.*
confirmaram associacao do polimorfismo MTHFR C677T
com o risco de cancer de cabega e pescoco (Quadro 1).

Reljic et al.¥', em seu estudo caso-controle, avalia-
ram 81 pacientes com cancer de cabeca e pescoco e 102
individuos sem histéria de cincer em uma populacio
croata e encontraram que o gendtipo 677TT diminui o
risco dessa doenca. Por outro lado, o estudo de Vairaktaris
et al.® em 110 individuos com cincer de cavidade oral
e 102 individuos sem histéria de neoplasia, realizado em
individuos alemaes e gregos, mostrou que o genotipo
677CT foi associado com um aumento de risco para esse
tipo de cancer. O estudo de Solomon et al.** avaliou 126
individuos etilistas (33 etilistas cronicos importantes, 56
etilistas moderados e 37 etilistas sociais) com cancer oral e
mostrou que o gendtipo 677TT foi associado com o grupo
de individuos etilistas cronicos importantes e também com
o grupo de individuos com hibito etilista moderado, em
menor Propor¢ao.

Polimorfismo MTHFR A1298C
Esta variante também foi associada in vitro com
diminuicao da atividade enzimdtica, porém em menor

propor¢do em relacao ao polimorfismo MTHFR C677T%. A
exata relevancia biologica desse polimorfismo ainda nao
esta clara e os resultados sao inconsistentes®¢4%,

Dados sobre o risco de cancer de cabega e pescoco
relacionados ao polimorfismo MTHFR A1298C sdo contra-
ditérios. O estudo caso-controle de Suzuki et al.*? reali-
zado no Japao, em 237 pacientes com cancer de cabeca
e pescoco e 711 individuos sem histéria de neoplasia e o
estudo de Kruzsina et al.* em 131 poloneses com cincer
de laringe e 250 poloneses sem historia de cancer niao
encontraram associacao desta variante com o risco de
carcinoma de cabeca e pescogo.

No entanto, o estudo de Neumann et al.*, realiza-
do no Texas em 537 pacientes com cancer de cabeca e
pescoco e 545 individuos controle, mostrou que indivi-
duos com gendtipos 1298AC ou 1298CC apresentam uma
reducao de 35% no risco de cancer de cabeca e pescoco.
Entretanto, o estudo mostrou aumento de risco de HNSCC
para individuos com os trés alelos polimorficos (MTHFR
677T, MTHFR 1298C e MTHFR 1793A) em rela¢io aqueles
que apresentam apenas um ou dois alelos polimorficos.

Polimorfismo MTR A2756G

De acordo com nosso conhecimento, nio ha es-
tudos in vitro que avaliaram a atividade da enzima MTR
na presenca do polimorfismo M7TR A2756G. Dados sobre
alteracdes nos niveis de Hey e folato sio contraditorios® 7.
Alguns autores mostraram que individuos com genétipo
homozigoto polimorfico (MTR 2756GG) apresentam niveis
baixos de Hcy e niveis altos de folato®7!. Entretanto, o es-
tudo de Li et al.® mostrou que, na presenca dessa variante,

Quadro 1. Estudos do polimorfismo MTHFR C677T em céancer de cabega e pescogo.

Ano Autores Local de estudo Casuistica
41 pacientes com cancer Oral e de faringe
2002 Weistein et al. Caribe 341 pacientes com e e e
521 individuos controles
0 pacientes com cancer de cabeca e pesc
2004 Kureshi et al. Paquistao 0p 0 o ¢ pescoco
54 individuos controles
537 pacientes com cancer de cabeca e pescoco
2005 Neumann et al. Texas 37p o ¢ P ¢
545 individuos controles
81 pacientes com cancer de cabeca e pescoco
2006 Reljic et al.* Crodcia P medn ¢i € pescoe
102 individuos controle
110 pacientes com cancer oral
2006 Vairaktaris et al.* Alemanha/Grécia P o
120 individuos controle
237 pacientes com cancer de cabeca e pescoco
2007 Suzuki et al. Japio 7P o e ¢4 € pescos
711 individuos controles
278 pacientes com cancer de cabeca e pescoco
2007 Hisuing et al. Estados Unidos p o crep ¢
1.623 individuos controles
2008 Solomon et al.* india N - ' 126 pacientes cgn cancer oral N N
(33 etilistas cronicos importantes, 56 etilistas moderados e 37 etilistas sociais)
131 pacientes com cincer de laringe
2010 Kruzsina et al. Poldnia 3p 8

250 individuos controles

* Estudos que encontraram associacdo com o polimorfismo e o risco de cancer de cabega e pescogo
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ha niveis altos de Hey, enquanto Ma et al.” demonstraram
que esse polimorfismo ndo altera os niveis de Hcy.

Em relacio a metilacaio do DNA, estudos confir-
maram que os gendtipos MTR 2756AG ou GG levam 2
diminuicao da formacao de SAM e, consequentemente,
hipometilacio do DNA™* Além disso, estudos relatam a
relacio entre o gendtipo MTR 2756GG e hipometila¢io
do DNA em cancer de colorretal, mama, pulmao e cancer
cervical>7.

Em cancer de cabeca e pescoco, este polimorfismo
mostrou associacio com a doenga em trés estudos. Zhang
et al.””, em estudo caso-controle realizado no Texas, ava-
liaram 721 pacientes com cancer de cabeca e pescoco e
1.234 individuos sem histéria de neoplasia e observaram
que os gendtipos MTR 2756AG ou GG aumentam o risco
dessa doenca. O estudo de Kruzsina et al.* em 131 pa-
cientes poloneses com cancer de laringe e 250 individuos
controle, também encontrou associacao desses genotipos
(MTR 2756GG ou AG) com este tipo de tumor. No estudo
do nosso grupo, realizado com 236 pacientes brasilei-
ros com cincer de cabeca e pescoco e 409 individuos
controles, o gendtipo MTR 2756GG e alelo MTR 2756G
foram associados com um risco aumentado de HNSCC®.
Por outro lado, o estudo de Suzuki et al.*?, realizado no
Japio, em 237 pacientes com cancer de cabeca e pesco¢co
e 711 individuos controles, nao mostrou associacao desse
polimorfismo com o cancer de cabeca e pescoco.

Polimorfismo MTRR A66G

Estudos mostram que essa variante gera uma enzima
com baixa afinidade pela enzima MTR. Quanto ao nivel
de Hcy plasmatica, o estudo de Gaughan et al.”” confirmou
que individuos com o gendtipo MTRR 66GG apresentam
niveis baixos de Hcy quando comparados com o genétipo
MTRR66AA. No entanto, este efeito nao foi observado por
outros estudos™7”.

Poucos estudos tém investigado a associacao entre
MTRR A66G e o risco de cancer de cabeca e pescoco.
Suzuki et al.* confirmaram que essa variante nao estd
associada com o risco de cancer de cabecga e pescoco,
porém, eles encontraram interagio entre o consumo de
alcool e o polimorfismo MTRR A66G em uma populaciao
japonesa. Zhang et al.” mostraram que individuos com
o gendtipo homozigoto selvagem (MTRR 66AA) possuem

plasmdtico, que estao associadas com metilacdo e reparo
do DNA. Entretanto, o exato mecanismo biolégico desse
polimorfismo ainda nao estd esclarecido®%,

Somente o estudo do nosso grupo de pesquisa ava-
liou a variante RFC7 A80G no risco de cancer de cabeca
e pescogo e foi confirmado que os gendtipos RFCT 80AG
ou 80AA foram associados com aumento de risco desse
tipo de tumor, principalmente em individuos do género
masculino, com idade superior a 50 anos e fumantes®™.

Outros polimorfismos do metabolismo do folato

O efeito do polimorfismo MTHFD1 G1958A foi
avaliado em cancer de cabeca e pescoco em apenas um
estudo e ndo mostrou associacao com risco da doenca™.
Os polimorfismos CBS 844ins68, BHMT G742A, SHMT
C1420T, TC2 A6G7G e TC2 C776G, também envolvidos
no metabolismo do folato, ainda nao foram estudados
em cancer de cabeca e pescogo, porém, dois deles estao
associados a outros tipos de cancer®®.

CONCLUSOES

Os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
MTR A2756G, MTRR A66G e RFC1 A80G parecem modular
o risco de cancer de cabeca e pescoco. Entretanto, devido
aos achados contraditérios, estudos em diferentes popula-
coes sa0 necessarios para o esclarecimento do papel desses
polimorfismos na etiologia do cancer de cabeca e pescoco.
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