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Resumo

O cancer é uma doenga genética resultante da interagéo entre fatores genéticos e ambientais. O gene
ADIPOQ, localizado no cromossomo 327, codifica uma proteina que exerce fung¢des anti-inflamatorias
e antiangiogénicas. O polimorfismo +45 T/G localizado no éxon 2 deste gene tem sido associado ao
risco de desenvolvimento de cancer. O objetivo deste estudo consistiu em analisar o polimorfismo +45
TIG (rs2241766) do gene ADIPOQ e avaliar se 0 mesmo esta relacionado com o desenvolvimento de
cancer em individuos brasileiros. Amostras de DNA foram extraidas do sangue de 32 participantes
divididos em dois grupos: 12 individuos com histérico de cancer e 20 individuos sem o diagnéstico
desta doenca (grupo controle). Apds a quantificacdo do DNA extraido, a PCR foi realizada obtendo-se
um amplicon de 372 pb. A genotipagem foi realizada pela técnica PCR-RFLP com a endonuclease
Smal, que na presenca do alelo G gera fragmentos de 219 pb e 153 pb. Ambos os genétipos TT e TG
foram observados na amostra utilizada, contudo néo foi observada relagédo dos alelos T ou G com o
maior risco de desenvolvimento de cancer nesta populagéo.
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Introducéo

O cancer € uma doenca genética, sendo uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em
todo o mundo. Dados atualizados da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o céncer (IARC)
revelaram cerca de 19,98 milhdes de novos casos de cancer e 9,74 milhdes de mortes relacionadas ao
cancer no mundo em 2022 (Cao et al., 2024). No Brasil, no triénio de 2023-2025, dos 704 mil novos
casos de céancer registrados a cada ano, 70% sdo provenientes das regides Sul e Sudeste do pais
(INCA, 2022). Varios séo os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer, incluindo inimeros
fatores ambientais e hereditarios (Lewandowska et al., 2019). A predisposicdo genética € uma causa
importante na susceptibilidade ao desenvolvimento de varias neoplasias, envolvendo a heranca de
variagdes genéticas, tais como polimorfismos genéticos do tipo SNPs (polimorfismo de um dnico
nucleotideo) que aumentam o risco de um individuo desenvolver a doenga (Onay et al., 2006).

O gene ADIPOQ localizado no cromossomo 3g27 é composto por trés éxons e dois introns (Han et
al., 2020). Este gene codifica a adiponectina, uma proteina importante na regulagdo de processos
metabdlicos e com acdo em diversas vias, possuindo papéis anti-inflamatérios, antiproliferativos,
inibicdo da angiogénese, inducéo de apoptose, além de regular o metabolismo glicidico e lipidico, bem
como a acdo da insulina (Parida; Siddharth; Sharma, 2019). Em condig¢des fisiologicas, a adiponectina
€ uma proteina abundante na circulacdo sistémica. Entretanto, em condicGes patolégicas
caracterizadas por inflamacéo crbénica, como diabetes mellitus tipo 2, obesidade, aterosclerose,
doengas cardiovasculares e nefropatia, observa-se diminuicdo das concentracdes séricas desta
proteina (Di Zazzo et al.,, 2019; Han et al., 2020) possuindo assim, uma concentracdo sérica
inversamente relacionada a adiposidade e a resisténcia a insulina (Han et al., 2020). A inflamacéo
cronica induzida leva a superexpresséao do TNFa (fator de necrose tumoral alfa), IL18 (interleucina 18)
e outras citocinas pro-inflamatoérias que também s&@o conhecidas por inibir a adiponectina (Parida;
Siddharth; Sharma, 2019).

Vérios estudos tém detectado relacdo de alguns SNPs do genoma com o desenvolvimento de
determinados canceres. Especificamente, o alelo G do SNP +45 T/G presente no éxon 2 do gene
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ADIPOQ (rs2241766) tem sido associado com o risco de cancer em algumas popula¢des (Hu et al.,
2013; Hu et al., 2015; Guo et al., 2015; Maleki et al., 2022). No Brasil, para o0 nosso conhecimento, ndo
ha estudo que avalia a relacdo do polimorfismo +45 T/G do gene ADIPOQ com a predisposicdo ao
cancer.

Considerando a alta incidéncia de diversos tipos de cancer na populacéo brasileira e a relacéo de
determinados SNPs com o risco aumentado de desenvolvimento de doengas genéticas multifatoriais,
este estudo tem como objetivo analisar o SNP +45 T/G (rs2241766) do gene ADIPOQ pela técnica de
PCR-RFLP para investigar se ha relacéo entre este polimorfismo e o risco aumentado de desenvolver
cancer em individuos brasileiros.

Metodologia

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos n° 5.810.129.
Na casuistica foram incluidos 32 participantes classificados em dois grupos: 12 individuos com histérico
de cancer pessoal (grupo experimental) e 20 individuos com auséncia de diagnéstico de cancer em
sua histéria de vida (grupo controle). No grupo controle foi determinado como critério de exclusao
individuos com idade inferior a 50 anos. Todos o0s participantes preencheram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e um questionéario sobre seu histérico pessoal e clinico.

As coletas de sangue dos participantes, realizadas no Centro de Diagnostico Laboratorial (CDLAB),
foram obtidas por pung¢do venosa. A extracdo do DNA da papa leucocitéria, obtida de cada amostra de
sangue, foi realizada utilizando o protocolo de fenol: cloroférmio. A quantificacdo e a avaliacdo da
qualidade do DNA foram realizadas por espectroscopia de absorcéo ultravioleta no equipamento
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade), mediante as raz6es 260/280 e 260/230,
gue avalia a contaminacdo por proteinas e reagentes, respectivamente, considerando que o DNA
absorve a luz no comprimento de onda de 260nm, as proteinas em 280nm e reagentes em 230nm.

Areacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para amplificar a sequéncia do gene ADIPOQ
que contém o SNP +45 T/G presente no éxon 2 deste gene. As sequéncias dos iniciadores que
flanqueiam este polimorfismo utilizadas foram 5 -GAAGTAGACTCTGCTGAGATGG-3" (sense) e 3'-
TATCAGTGTAGGAGGTCTGTGATG-5" (antisense), amplificando uma regido de 372 pb com
temperatura de anelamento de 59°C. A avaliacdo da amplificagdo pela PCR foi realizada pela
eletroforese em gel de agarose a 1,6%. A genotipagem das amostras foi realizada pela PCR-RFLP,
utilizando-se a enzima de restricdo Smal, que reconhece a sequéncia alvo e rompe as ligacdes
fosfodiéster do DNA no sitio CCC|GGT. Amostras com a presenga do gendtipo GG, resultam em dois
fragmentos de 219 pb e 153 pb. Amostras com o genétipo heterozigoto TG resultam em trés
fragmentos: 372 pb, 219 pb e 153 pb. Amostras de genétipo homozigoto TT, significando auséncia de
corte pela enzima, resultam em um produto amplificado ndo digerido de 372 pb.

Os produtos digeridos pela PCR-RFLP foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,6%
corado com brometo de etidio (3 pug/ml). O equipamento transilluminator-D Pro MiniBIS (DNR Bio-
Imaging Systems Ltd) foi utilizado para a visualizagdo das bandas formadas no gel de agarose,
referente aos fragmentos digeridos e as imagens foram capturadas utilizando-se o software GelCapture
para posterior identificacdo dos genoétipos das amostras. As andlises estatisticas foram realizadas
utlizando-se o teste qui-quadrado no software GraphPad Prism 5, com significado estatistico de p <
0,05.

Resultados

Na figura 1A é observada, ap0s a realizagdo da PCR e eletroforese em gel de agarose, a
amplificacdo do gene ADIPOQ pela visualizacdo do amplicon de 372 pb que contém o polimorfismo
+45 T/G deste gene. Na figura 1B sao observadas, apés a realizagcao da técnica de PCR-RFLP, as
bandas de 372 pb, 219 pb e 153 pb geradas apds a digestdo do amplicon com a enzima Smal.
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Figura 1 — Andlise da PCR (A) e PCR-RFLP (B) referente aos produtos amplificados do polimorfismo +45 T/G
do gene ADIPOQ em gel de agarose. A presenca do sitio de restricdo Smal (alelo G) resultou em dois
fragmentos de: 219 pb e 153 pb. A auséncia do sitio de restri¢cédo (alelo T) resultou em um produto néo digerido
de 372 pb.

372 pb—> 372 pb—»

219 pb—»
153 pb—»

il

M 01 02 03 04 05 06 NO M TT TG TG TT TT TT
Fonte: A autora, 2024.

As amostras foram analisadas de acordo com os genétipos identificados pela analise de PCR-RFLP.
No grupo experimental, que consiste em 12 individuos que ja apresentaram diagnostico de cancer,
todos eles (100%) apresentaram o genoétipo TT. No grupo controle, constituido por 20 individuos com
auséncia de diagnéstico de cancer em sua historia de vida, 18 (90%) apresentaram o gendtipo TT e
somente dois individuos (10%) apresentaram o genoétipo TG. Devido ao pequeno niumero amostral, a
andlise estatistica entre os genétipos e a presenca ou auséncia de cancer néao foi realizada, mas pela
alta frequéncia observada do alelo T em ambos os grupos, observa-se a auséncia de relacdo do SNP
+45 T/G do gene ADIPOQ com a predisposi¢cdo ao cancer.

Os dados pessoais, clinicos e os resultados da genotipagem de cada um dos participantes estédo
apresentados na tabela 1. Estes dados foram analisados e comparados pelo teste qui-quadrado,
considerando associagdes estatisticamente significativas com p < 0,05.

Na comparacao entre a presenca ou auséncia de cancer e as caracteristicas observadas como
alelos, idade, género, indice de massa corporal (IMC), tabagismo, ingestdo de alcool, alimentacao
saudavel e pratica de exercicios fisicos, 0 Unico resultado estatisticamente significativo foi na
comparacao do IMC com a presenca ou auséncia de cancer, onde os participantes do grupo controle
foram predominantemente associados a um IMC acima de 25 Kg/m2 (p < 0,05), 0 que caracteriza
individuos com sobrepeso. Nas demais caracteristicas analisadas nédo foi observado diferenca
estatisticamente significativa com a presenga ou auséncia de cancer (p > 0,05).

Discusséo

A andlise de dados populacionais disponiveis em banco de dados indica que cerca de 90% da
populagdo global possui o alelo T, enquanto apenas 10% apresentam o alelo G, o que estid em
concordancia com nossos achados, considerando o tamanho reduzido da amostra estudada (NCBI
dbSNP, 2024).

A hipétese deste estudo € a existéncia de relagdo do alelo G do polimorfismo SNP +45 T/G
(rs2241766) do gene ADIPOQ com a susceptibilidade ao desenvolvimento de céncer na populacdo
brasileira. Essa hipétese se baseia em estudos prévios da literatura que demonstraram associacao do
alelo G com a reducado dos niveis séricos de adiponectina, sabendo-se que a reducédo de expressao
desta proteina esté relacionada com a inflamacédo crénica, um mecanismo frequentemente implicado
na carcinogénese (Govindarajan et al., 2023; Maleki et al., 2022; Gu et al., 2018). Contudo, os
resultados obtidos em nosso estudo ndo demonstraram associacéo significativa entre o polimorfismo
+45 T/G e a predisposicdo ao cancer. A pequena amostra populacional foi um fator limitante,
possivelmente comprometendo a capacidade de detectar associacfes estatisticamente significativas.
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Além disso, a disparidade no nimero de participantes entre os grupos experimental e controle pode ter
influenciado nos resultados.

Tabela 1 — Distribui¢éo dos grupos com histérico de cancer (grupo experimental) e com auséncia de cancer
(grupo controle) em relacéo as caracteristicas alélicas, pessoais e clinicas dos pacientes.

Caracteristicas Grupo Frequéncia Grupo Frequéncia valor de p
experimental (%) Controle (%)

Alelos 0.1289

T 12 37,5% 18 56,25%

G 0 0 2 6,25%

Idade 0.2326

50 2 12 37,5% 20 62,5%

50 < 0 0 0 0

Género 0.1624

Feminino 7 21,9% 15 46,9%

Masculino 5 15,6% 5 15,6%

IMC” 0.0101

IMC <249 5 15,6% 1 3,1%

IMC = 25 7 21,9% 19 59,4%

Tabagismo 0.7348

Sim 1 3,1% 2 6,25%

N&o 11 34,4% 18 56,25%

Ingestao de éalcool 0.7348

Sim 1 3,1% 2 6,25%

N&o 11 34,4% 18 56,25%

Alimentacé&o 0.4075

saudével

Sim 10 31,25% 16 50%

Nao 2 6,25% 4 12,5%

Atividade fisica 0.0989

Sim 5 15,6% 13 40,6%

N&o 7 21,9 7 21,9

“IMC: indice de massa corporal; *diferenga estatisticamente significativa p < 0,05.
Fonte: A autora, 2024.

Estudos em populacgbes orientais realizados na populacdo coreana (Hsueh et al., 2018), chinesa
(Lu etal., 2022) e do Taiwan (Ou et al., 2014) também ndo detectaram associagéo significativa do SNP
+45 T/G do gene ADIPOQ com o desenvolvimento cancer colorretal. Além disso, Hung et al., (2020)
também ndo identificaram relagéo entre este polimorfismo +45 T/G do gene ADIPOQ com o cancer de
células renais na populagdo de Taiwan. Esses resultados indicam auséncia de associacdo do
polimorfismo +45 T/G do gene ADIPOQ em determinados tipos de cancer nessas populagdes.

Contudo, outros trabalhos realizados em outras populac¢des identificaram uma relagéo contréaria, ou
seja, que a presenca do alelo G deste SNP exerceria um fator protetor, bem como estaria associado a
um menor risco de desenvolver cancer de mama nas populacdes da Turquia (Ozgoz et al., 2021) e
México (Macias-Gomez et al., 2019). Da mesma forma, a associa¢do entre o alelo G como um fator
protetor e reducdo do risco de cancer colorretal foi observada em popula¢gbes da Arabia Saudita (Al-
Harithy; Al-Zahrani, 2012) e México (Partida-Pérez et al., 2011).

Em contrapartida, de acordo com a nossa hipotese e a fungdo do gene ADIPOQ e a proteina
adiponectina, outros trabalhos relataram associacéo do alelo G do SNP +45 T/G com o risco aumentado
de desenvolver alguns tipos de cancer. Por exemplo, na populagdo iraniana, o genétipo TG foi
identificado como um fator de risco para o desenvolvimento de cancer papilifero de tireoide (Maleki et
al., 2022). Estudos realizados com a populagéo chinesa observaram que individuos portadores dos
gendtipos TG e GG apresentaram um risco maior de cancer colorretal em comparagdo com aqueles
com o gendtipo TT (Hu et al., 2013; Guo et al., 2015; Hu et al., 2015).

Os individuos que sofrem de obesidade possuem altas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer,
ja que o ambiente inflamatdrio desses pacientes pode promover a carcinogénese (Hu et al., 2013). No
presente estudo, observou-se uma associagéo estatisticamente significativa entre o grupo controle e o

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacgdo e 4
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



st Enconie Latne Americen Canfea s e ATmCang Encontm e iclagio
Ll bl o o o g il ke i Ennaio Lrtvarshira aDooancia

Educqgao: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

indice de massa corporal (IMC) com média acima de 25 Kg/m?, sendo um fator que caracteriza o
sobrepeso. Sabendo-se que a obesidade é um fator de risco alto para o desenvolvimento de cancer
(Parida; Siddharth; Sharma, 2019), os participantes do grupo controle devem manter um
acompanhamento regular, focando na gestédo de fatores de risco, como a alta adiposidade, adotando
medidas preventivas, incluindo uma dieta equilibrada, exercicio fisico regular e monitoramento continuo
dos parametros metabdlicos e inflamatorios.

Conclusao

Nossos resultados ndo evidenciaram uma associagéo significativa entre o polimorfismo +45 T/G do
gene ADIPOQ (rs2241766) e a susceptibilidade ao cancer na populacao brasileira. Contudo, observou-
se uma diferenca estatisticamente significativa nos valores de IMC, com os individuos controles
apresentando um média de IMC mais elevado. Esses achados sugerem que, embora o polimorfismo
rs2241766 deste gene ndo tenha mostrado relagao com o risco de cancer, o IMC elevado em individuos
sem a doenca indica a necessidade de investigacdes adicionais sobre o papel da adiposidade na
carcinogénese. Analises adicionais em um ndmero amostral maior e mais homogéneo em ambos os
grupos e abordagens que considerem outros fatores de risco sdo necessarias para avaliar com maior
precisdo a relacdo deste polimorfismo com o desenvolvimento dos tumores e para um melhor
esclarecimento da complexa relacéo entre polimorfismos genéticos e o risco de cancer.
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