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RESUMO

A proporcéo 2D:4D (razdoentre o comprimento do dedo indicador em relacdo ao comprimento
do dedo anelar) ha mais de duas décadas tem sido utilizada como um marcador de
comportamento humano, de caracteristicas psicoldgicas e susceptibilidade a varias doencas,
inclusive neoplasias malignas. A diferenca entre o segundo e o quarto dedo das maos é um
reflexo da exposicdo intrauterina a hormonios sexuais, especialmente a estrdgeno e
testosterona. Na diferenciacdo dos dedos no periodo pré-natal também atuam genes que sdo
importantes no desenvolvimento de 6rgdos e mutaces nesses genes estdo relacionadas a
carcinogénese oral. Este trabalho, de delineamento caso-controle, prop0s investigar a
associacaoentre a proporcdo 2D:4D e a presenca de carcinoma oral de células escamosas, além
de verificar a existéncia de um padrdo 2D:4D em individuos que apresentam essa condic&o.
Participaram deste estudo 30 individuos com diagnésticocarcinoma oral de células escamosas,
assistidos pelo ambulatério de oncologia do Hospital Dilson Godinho e da Santa Casa de
Montes Claros, Minas Gerais, Brasil e um grupo controle formado por 30 sujeitos, clinicamente
normais, pareados por género, idade e que apresentavam habitos tabagistas e etilistas
semelhantes ao grupo com a doenca. A coleta de dados envolveu a medi¢cdo dos comprimentos
dos dedos indicador e anelar de ambas as maos, utilizando-se um paquimetro digital e as médias
2D:4D foram comparadas entre os dois grupos. A diferenca entre a proporcdo da mao direita
em relacdo a mao esquerda também foi obtida (DR-L). Inicialmente, foram conduzidas analises
estatisticas univariadas, a fim de descrever as frequéncias das caracteristicas gerais das amostras
e as médias das proporcdes 2D:4D nos grupos. Em seguida, para comparar as médias das
proporcOes entre os grupos, foi utilizado o Teste T de Student para amostras independentes.
Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o Programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS®) versio 19.0 para Windows®, adotando-se uma significancia de 5%.
Dos 30 individuos em cada grupo, 25(83%) eram homens e 5(17%) mulheres. As médias 2D:4D
foram mais elevadas no grupo de pacientes com cancer oral em comparagédo ao grupo controle,
especialmente para a méo direita (0,975 e 0,957, respectivamente, p=0,07). Quando comparado
por género, homens com a doenca apresentaram médias 2D:4D da mao direita mais elevadas
em relacdo a homens saudaveis (0,980 e 0,959,p=0,04, respectivamente). Este estudo reforga a
relacdo entre 2D:4D como um possivel biomarcador associado ao cancer oral, sugerindo que a
exposicao intrauterina a estrogenos fetais poderia representar um fator de risco para essa doenca
de etiologia multifatorial.

Palavras-chaves:2D:4D. Neoplasias bucais.Horméniosesteroidaisgonadais.



ABSTRACT

The 2D:4Dproportion(ratiobetween the length of the index finger relative to the length of the
ring finger) for more than two decades has been used as a marker of human behavior,
psychological characteristics and susceptibility to various diseases, including malignant
neoplasms. The difference between the second and the fourth finger of the hands is a reflection
of the intrauterine exposure to sexual hormones, especially estrogen and testosterone. In the
differentiation of the fingers in the prenatal period also act genes that are important in the
development of organs and mutations in these genes are related to oral carcinogenesis. This
work, of case-control design, proposed to investigate the associationbetween the 2D:4D ratio
and the presence of squamous cell carcinoma, in addition to verifying the existence of a 2D:4D
pattern in individuals presenting this condition. Participated in this study 30 individuals affected
by oral squamous cell carcinoma, assisted by the oncology clinic of the Dilson Godinho
Hospital and the Santa Casa Hospital from Montes Claros, Minas Gerais, Brazil and a control
group formed by 30 subjects, clinically normal, paired by gender, age and that presented
smokers and ethylic habits similar to the group with the disease.The data collection involved
measuring the lengths of the index finger and ring of both hands, using a digital caliper and
2D:4D averages were compared between the two groups. The difference between the right hand
ratio in relation to the left hand was also obtained (DR-L). Initially, univariate statistical
analyses were conducted in order to describe the frequencies of the general characteristics of
samples and the averages of 2D:4D in groups. Then, to compare the averages of the proportion
between the groups, the Student's T-test was used for independent samples. All statistical
analyses were conducted using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®) version
19.0 for Windows®, adopting a significance of 5%. Of the 30 individuals in each group, 25
(83%) were men and 05 (17%) women. The 2D:4D means were higher in the group of oral
cancer patients compared to the control group, especially for the right hand (0.975 and 0.957,
respectively, p=0.07). When compared by gender, men with cancer presented right 2D:4D
higher than healthy men (0.980 and 0.959,p=0.04, respectively). This study reinforces the
relationship, built upon previous studies, between 2D:4D as a likely biomarker associated with
oral squamous cells carcinoma, suggesting that intrauterine exposure to fetal estrogens could be
a likely risk factor for this multifactorial disease.

Keywords: 2D:4D. Oral neoplasms. Gonadal Steroid hormones.
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1 INTRODUCAO

Comprimento digital ou proporcdo 2D:4D representa a razao entre 0 comprimento do
segundo dedo das méos (2D - dedo indicador) em relacdo ao comprimento do quarto dedo
(4D — dedo anelar), (Figura 1) e tem sido considerada como um marcador bioldgico para
estudar caracteristicas comportamentais, psicoldgicas e a susceptibilidade de individuos
a varias doencas (HOPP; JORGE, 2011).

Figura 1: Proporcdo 2D:4D — Raz&o entre o comprimento do dedo indicador em relagéo ao comprimento
do dedo anelar.
Fonte:http://www. fingerlengthdigitratio.wordpress.com

A proporcdo 2D:4D reflete uma importante caracteristica: a exposicdo pré-natal a
horménios sexuais, notadamente a testosterona e ao estrdgeno, que por sua vez estdo
associados a etiologia de doencas cujo aparecimento ocorre na vida adulta (MANNING
etal., 1998). A razdo 2D:4D é negativamente correlacionada a testosterona pré-natal (TP)
e positivamente ao estrogeno pré-natal (EP) (LUTCHMAYA et al., 2004).

Estudos relacionados a tematica 2D:4D, consideram a relagdo estabelecida tanto na mao
direita, quanto na esquerda(R - Right(direita)2D:4D ou R2D:4D e L -
Left(esquerda)2D:4D ou L2D:4D) (MANNING; BUNDRED, 2000). A maioria das
pesquisas avalia apenas a méao direita devido a evidéncias de que esta apresenta maior
responsividade aos hormonios sexuais, quando comparado a mao esquerda
(HONEKOPP; WATSON, 2010). Recentes pesquisas tém buscado avaliar um marcador

secundario: DR-L ou AR-L, que corresponde & diferenga entre as propor¢fes da mao
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direita e esquerda refletindo a sensibilidade aos horménios sexuais, sendo proposto que
baixo DR-L estd associado a uma maior exposi¢cdo a testosterona intrauterina e,
consequentemente, a menor exposicdo ao estrogénio (MCINTYRE, 2006;
BREEDLOVE, 2010).

Genes que atuam na formacdo e diferenciacdo dos dedos como os genes da familia
Homeobox (HOX) (MANNING et al., 2003), notadamente 0o HOXB2, HOXB7 e HOXB13
(SOUZA-SETUBALEet al., 2010), AR e LIN28b também estdo relacionados a génese do
carcinoma oral de células escamosas (MEDLAND et al., 2010; CHIEN et al., 2015).
Deste modo, sendo a propor¢do 2D:4D um marcador para atividade desses genes, é
possivel que o comprimento digital também seja preditor para o desenvolvimento deste
tipo de tumor, o que sugere que tal condicdo possa estar relacionada aos efeitos da

exposicao intrauterina aos horménios sexuais.

A partir dessa premissa, este estudo pretendeu investigar a relacdo entre a proporcédo
2D:4D e carcinoma oral de células escamosas, a fim de averiguar a existéncia de um
padrdo digital especifico relacionado a essa condi¢do, o que evidenciaria a razdo 2D:4D

como marcadora para tal situacéo.

A hipotese deste trabalho refere-se a: individuos diagnosticados com carcinoma oral de
células escamosas possuem um padréo digital diferente de individuos que ndo manifestam
a neoplasia, sendo este padrdo ainda desconhecido, uma vez que ha poucos estudos

realizados investigando esta possivel associacao.

Este estudo se justifica uma vez que ainda existe um vasto campo a ser explorado pelas
pesquisas envolvendo a proporcdo 2D:4D, sobretudo relacionado a susceptibilidade a
doencas, tendo em vista que o ambiente hormonal intrauterino esta associado a etiologia
de vérias condicBes. Destaca-se a expressiva quantidade de genes que atuam
concomitantemente no desenvolvimento dos dedos e em diversos processos

patogénicosrelacionados a oncogénese.

Em relacdo a associagdo entre o comprimento digital e carcinoma oral de células
escamosas, este estudo se faz oportuno por colaborar para a validagdo de um marcador

simples e de facil mensuracdo para tal neoplasia, visto que ainda existem lacunas na
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literatura relacionadas a essa tematica. Além disso, uma vez que o tumor de boca possui
elevada prevaléncia e apresentam bom progndéstico quando detectado precocemente com
reduzida morbidade, a elucidacdo de um novo preditor poderd prover uma ferramenta
adicional de rastreamento para diagndstico precoce e base para orientacdes de mudancas

no estilo de vida de pacientes sob risco de desenvolver tal neoplasia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Proporgéo 2D:4D

Ecker (1875) reportou pela primeira vez que os dedos anelar e indicador podem apresentar
trés padrdes de simetria aproximada — o dedo indicador pode ser maior do que o dedo
anelar (2D>4D ou 2D:4D alto) e vice-versa (2D<4D ou 2D:4D baixo) ou ambos podem
ter comprimentos similares (2D=4D),contrariando observagdes anteriores de que 0sS
dedos sempre apresentavam o mesmo padrao de simetria, com o dedo anelar maior do
que o indicador abrindo um campo para o entendimento da razéo desta relacdo (HOPP,
2010).

Sabe-se que a proporcao entre os dedos indicador e anelar é estabelecida na 132 semana
de gestacdo (GARN et al., 1975) e representa uma caracteristica individual, refletindo a
exposicdo aos horménios sexuais durante a gestacdo (MANNING et al.,, 1998;
LUTCHMAYA et al., 2004). Além disso,a proporcdo 2D:4D ndo esta relacionada as
concentragfes de hormonios sexuais presentes na circulacdo sanguinea e na saliva do
adulto, o que implica que o comprimento digital reflete rigorosamente a exposi¢do
hormonal (HONEKOPP et al., 2007).

Zheng e Cohn (2011) esclareceram o mecanismo de desenvolvimento dos dedos no qual
androgenos e estrogenos regulam uma rede de genes controladores da proliferacdo dos
condrdcitos. Este estudo, realizado em animais, confirmou que a propor¢do digital é
estabelecida pelo equilibrio entre a exposicédo e sensibilidade aos hormonios estrégeno e
testosterona, sendo comandados pela atividade de 19 genes (Em ordem alfabética: BMP6,
COL4A2, COL5A1, COL6A2, COL10A1, COL12A1, COL14A1, FGF3, FGFR2,
IGFBP2, IGFBPS5, IHH, ITGAM, MMP9, MSX1, RUNX2, SMAD3, SOX9, WNT5A).

Tais genes influenciam a sensibilidade dos receptores celulares de androgenos (AR) e
estrégeno (ER), de modo a aumentar sua expressdo (para os ER) ou diminui-la (para AR).

O equilibrio entre a exposi¢do aos dois horménios sexuais gera diferencas na propor¢do
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entre os dedos anelar e indicador, correlacionada negativamente a exposicdo a
testosterona e positivamente a expressdo ao estrégeno. Assim, quanto maior for a
exposicdo ao andrdgeno, maior serd o dedo anelar em relacdo ao dedo indicador,
diminuindo a proporcéo digital. O contrario é verdadeiro, quanto maior for a exposi¢édo
ao estrogeno, isto €, dedo anelar menor que o dedo indicador, maior a propor¢édo
digitalZHENG; COHN, 2011).

Zheng e Cohn (2011) observaramainda um maior nimero de receptores de andrégeno e
estrégeno em 4D quando comparado a 2D, e que a ativacdo dos condrocitos acontece
principalmente sobre as falanges proximal e media de 4D. Devido a esta influéncia, a
razdo 2D:4D apresenta dimorfismo sexual, em que homens tendem a apresentar baixa
propor¢do 2D:4D e mulheres tendem a apresentar propor¢do aproximadamente igual

entre os dois dedos ou o indicador levemente maior que o anelar (Figura 2).

Macho Fémea
AR ‘
er ©
% 4
ANDROGENO o' ¥ andrégeno
estrogeno AARYAer Aar/AER ESTROGENO
Expressdo de genes
Br 4D vs 2D
R jam
G Proliferacio em 4D .'
4D longo 4D curto

2D:4D21

Figura 2 — Base do desenvolvimento da proporcéo 2D:4D e elucidacdo do dimorfismo sexual. Receptores
de andrégenos (AR — circulo azul) e receptores de estrogenos (ER — circulo rosa) estdo presentes em dedos
de embrides machos e fémeas, com maiores niveis observados em 4D. A) Em machos, os dedos estdo
expostos a maiores concentracdes de andrdgenos (testosterona) e baixos niveis de estrogenos, que resulta
na ativacdo dos AR (AR”representa o limite de androgénios para AR). Alta atividade de AR e baixa atividade
de ER (AAR”/Aer), em machos, leva a diferentes perfis de expressdo génica em 4D relativo a 2D (verde
indica genes ativados e vermelho indica genes desativados em 4D). Desta forma, a proliferacdo dos
condrécitos € aumentada na falange proximal de 4D, que resulta no alongamento de 4D em relagéo a 2D,
levando a uma propor¢do 2D:4D mais baixa. B). Em fémeas, os dedos sdo expostos a altos niveis de
estrogeno e baixos niveis de androgenos, levando a ativacdo de ERF. Baixa atividade de AR e alta de ER
((Aar/AEREF) induz um perfil de expressdo oposto de genes esqueletogénicos de 4D em relagdo a 2D
(indicados por nomes em verde e vermelho). Altos niveis de ER ativados causam diminuicao da proliferacdo
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dos condrdcitos na falange média de 4D, que reduz o crescimento relativo a 2D, resultando em uma
proporc¢do 2D:4D mais alta. Fonte: Adaptado deZheng e Cohn, 2011.

O dimorfismo sexual caracteristico da razdo 2D:4D pode ser observado aos dois anos de
idade e mantém-se inalterado independente da faixa etaria, mesmo que comprimento
digital sofra alteracdo durante o periodo de crescimento humano (Figura 3)(MCINTYRE
et al., 2005;GILLAM et al., 2008).

Figura 3: Maos adultas humanas indicando o dimorfismo sexual da propor¢do 2D:4D. Fonte: Dean e
Sharpe, 2013.

O comprimento digital pode ser influenciado também pelos genes da familia Homeobox
(HOX), principalmente os grupos de genes HOXA e HOXD(MANNING et al., 2003).
Esses genes, além de contribuirem para o desenvolvimento e diferenciacdo dos dedos,
atuam no controle do crescimento celular de vérios 6rgdos do organismo humano
(KONDO et al., 1997).

Desde 1998, diferentes métodos tém sido empregados para a afericdo da proporcao
2D:4D. As formas mais utilizadas pelos pesquisadores referem-se ao método direto,
realizado por meio de paquimetros convencionais ou digitais, réguas milimetradas
diretamente sobre as maos dos individuos ou a forma indireta, a partir da obtencéo de

imagens fotografadas ou escaneadas das maos e, posterior, analise do comprimento dos
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dedos, por meio de réguas, paquimetros ou softwares de computador (MANNING et al.,
2005).

O método de andlise da propor¢do 2D:4D, proposto por Manning (MANNING et al.,
1998), tem sido amplamente utilizado como um biomarcador ndo invasivo e retrospectivo
da exposi¢do hormonal pré-natal. Sua importancia esté ligada ao fato de que a acao de
tais hormonios se relaciona a etiologia de vérias doencgas ou condi¢des (HOPP, 2010),
sendo a razdo 2D:4D um fator preditivo para varias situacdes, podendo ser utilizada no
diagnostico, progndstico e em intervencdes precoces de estilo de vida que podem retardar
0 aparecimento da doenca ou facilitar a sua deteccdo precoce (MANNING; BUNDRED,
2000).
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2.2 Proporcdes 2D:4D e neoplasias malignas

Um importante e recente campo gue tem sido explorado na pesquisa sobre 2D:4D refere-
se a sua correlagcdo com diferentes tipos de canceres, apontando o comprimento digital
como um marcador para o risco, prevaléncia e severidade de diversas neoplasias (HOPP
etal., 2014).

Em geral, a plausibilidade da relagdo 2D:4D versus cancer baseia-se em duas premissas.
A primeira € que a exposi¢do hormonal pré-natal tem sido implicada na etiologia de
inimeros canceres (POTISCHMAN et al.,, 2005), e a segunda, refere-se a acdo
concomitante de genes que atuam tanto no controle e nadiferenciacdo dos dedos no
periodo intrauterino, como em eventos relacionados a carcinogénese de diversos tumores,
principalmente aqueles que mostram diferencas sexuais em relacdo a ocorréncia,
progressao e progndstico (HOPP; JORGE, 2012).

Até o presente momento, os tipos de cancer que ja foram correlacionados a razdo 2D:4D
foram: céncer gastrico (HOPP et al., 2013; SHENG et al., 2016;GONCALVES et al.,
2017), colorretal (HOPP et al., 2015), oral (HOPP; JORGE, 2011; SARODE et al., 2014),
mama (MANNING; LEINSTER, 2001; MULLER et al., 2012; HONG et al., 2014;
MENDES et al., 2016a) e prostata (RAHMAN et al.,2011; JUNGet al., 2011; HOPP;
JORGE, 2012; WATERSet al., 2013; MENDES et al., 2016b).

2.2.1 Caracteristicas gerais do carcinoma oral de células escamosas e a relagcdo com a

proporgao 2D:4D



20

No mundo, 10% dos tumores malignos e aproximadamente 40% dos canceres da cabeca
e pescoco ocorrem na cavidade oral (SCULLY; BAGAN, 2009). No Brasil, foram
estimados 11.140 casos novos em homens e 4.350 casos em mulheres para o ano de 2016
(INCA, 2016).

O carcinoma oral de células escamosas, também denominado carcinoma epidermoide,
carcinoma escamocelular e carcinoma espinocelular, € uma neoplasia maligna que se
origina no epitélio de revestimento, sendo considerada a neoplasia maligna mais comum
nesta regido (BRENER et al., 2007).

O céncer da boca apresenta uma distribuicio geogréafica variavel. Em paises da Asia
apresenta-se como 0 cancer mais comum, associado principalmente a habitos como
mascar bétele (planta originaria da india) ou tabaco. As mais altas taxas de incidéncia
para o cancer da boca entre homens foram observadas no Baixo-Reno, Somme, Alto-
Reno e Calvados na Franca (40 a 50 casos por 100.000 habitantes), Trivandrum na india
(38 casos por 100.000 habitantes) e Trieste na Italia (34 casos por 100.000 habitantes).
Entre as mulheres, destacam-se as taxas observadas em Madras, Bangalore,
Karunagappally, Trivandrum e Bombay, todas localidades na india (18 a 28 casos por
100.000 habitantes) e Manila, nas Filipinas, (15 casos por 100.000 habitantes) (SCULLY;
BAGAN, 2009).

O céncer da boca € um tumor dos mais incidentes em homens brasileiros, 5,2% do total.
Os ultimos dados nacionais consolidados para pessoas do sexo masculino apontam para
taxas de incidéncia que atingem 11,27 por 100.000 homens e 4,21 para cada 100.000
mulheres. O cancer da boca é 0 4° cancer mais frequente no sexo masculino e o 7° mais

frequente no sexo feminino (INCA, 2016).

Além dos fatores genéticos, os principais fatores de risco para o cancer da cavidade oral
sdo: tabagismo, etilismo, infec¢bes por HPV, principalmente pelo tipo 16 e exposicéo a
radiacdo UVA solar (cancer de labio). Contudo, entre tais fatores, destaca-se a sinergia
entre o tabagismo e o etilismo(MASEREJIAN et al., 2006).

Ressalta-se ainda um aumento no risco de acordo com o tempo que a pessoa fuma, como

fuma, o nimero de cigarros fumados por dia e a frequéncia de ingestdo de bebidas
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alcoolicas. A dieta também parece exercer um papel importante na prevencao desse tipo
de cancer. As taxas de incidéncia para cancer de cavidade oral relacionado a infecgéo pelo
HPV, como amigdala, base da lingua e orofaringe, vém aumentando entre a populacdo de
adultos jovens em ambos os sexos, sendo que parte desse aumento pode ser em razdo de

mudangas no comportamento sexual (INCA, 2016).

LesBes consideradas pré-malignas podem preceder o cancer de cavidade oral. Sendo as
mais comuns a leucoplasia, a eritroplasia e a eritroleucoplasia. Dos pacientes portadores
de leucoplasia mais de 80% sdo tabagistas e ha relacdo com o numero de cigarros
consumidos (NAPIER; SPEIGHT, 2008). Polimorfismos génicos, como no gene p53
(MISRA et al., 2009) foram descritos levando ao desenvolvimento de displasias epiteliais
na mucosa normal por meio de mutag¢6es nos queratinécitos (SCULLY; BAGAN, 2009)

gue muitas vezes acabam evoluindo para o carcinoma espinocelular.

A relacdo entre o etilismo e os carcinomas espinocelular parece ser independente do tipo
de bebida alcoolica consumida, se relacionando com a quantidade ingerida e o tempo de
duracdo do habito sendo mais deletéria quando o etilismo esta associado a deficiéncias
nutricionais com baixo consumo de vitaminas, fibras, frutas e vegetais (MACFARLANE
et al., 1995; MCDOWELL et al., 2006).

O etilismo tem efeito sinérgico na etiologia do cancer oral (MASEREJIAN et al., 2006),
sendo o risco estimado de desenvolvimento de carcinomas espinocelulares cerca de 50
vezes maior para os etilistas e tabagistas em comparacdo a pessoas que nunca fumaram
ou ingeriram bebidas alcodlicas (CASTELLSAGUE et al., 2004).

A plausibilidade para a associa¢do entre a proporcao 2D:4D e o carcinoma oral de células
escamosas refere-se ao fato de genes envolvidos na diferenciacdo dos dedos no periodo
fetal também estarem envolvidos em eventos carcinogénicos da boca, como genes da
familia HOX, AR e LIN28b.

Evidéncias crescentes apontam para o papel dos genes HOX no aparecimento do
carcinoma oral de células escamosas. Genes da familia HOXB s&o inativos nos tecidos
orais normais, com exce¢édo do HOXB2, HOXB7 e do HOXB13 que possuem uma maior

expressao nos carcinomas orais de células escamosas, especialmente para 0 HOXB7
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(SOUZA-SETUBAL et al., 2010). Estes autores reportaram que a diminuicdo da

expressdo génica de HOXB?Y in vitro diminui a proliferacao celular.

HASSAN et al. (2006) estudaram os niveis de expressdo dos 39 genes que compdem a
familia HOX em 31 amostras de carcinoma espinocelular, 11 displasias epiteliais e 10
amostras de tecido normal e encontraram expressao aumentada em 18 genes nas amostras

de carcinoma espinocelular, especialmente para os genes Al, B7, B9 e C8.

Outro marcador molecular alvo de recente interesse na etiologia do cancer oral de células
escamosas é o gene receptor de andrégenos (AR). Foi estabelecida uma correlagdo entre
um menor numero de sequéncias poliglutamina (CAG) neste gene e uma maior incidéncia
do cancer de cabeca e pescoco, bem como a correlacdo entre sequéncias curtas de
poliglutamina - menores ou iguais a 20 repeticGes — e um pior prognostico para estes
carcinomas (SANTOS et al., 2004; ROSA et al., 2007).Além disso, uma variante do gene
LIN28b, identificada por estar fortemente associada a proporc¢ao 2D:4D (MEDLAND et
al., 2010), também esta relacionada a carcinogénese do cancer oral de células escamosas
(CHIEN et al., 2015).

Deste modo, sendo a propor¢do 2D:4D um marcador relacionado a atividade desses
genes, € possivel que o comprimento digital também seja preditor para o desenvolvimento
do carcinoma oral de células escamosas, 0 que sugere que essa condi¢cdo possa estar

relacionada aos efeitos da exposi¢éo intrauterina aos hormonios sexuais.

Destaca-se que a etiologia do carcinoma oral de células escamosas ainda nao foi
totalmente elucidada, principalmente por se tratar de uma condi¢do multifatorial. Um
estudo em nivel molecular procurou correlacionar o carcinoma oral a eventos genéticos,
assim como esclarecer qual o efeito dos fatores etioldgicos ja& conhecidos, além de
identificar outros possiveis fatores causadores(SOUZA-SETUBAL et al., 2010). Além
disso, pesquisas envolvendo receptores e marcadores moleculares diversos estdo sendo
desenvolvidas, porém ainda existe muito a ser explorado para o esclarecimento da
etiologia exata desta lesdo (CASTELLSAGUE et al., 2004). A acéo do tabagismo e do
etilismo estad bem definida,mas acredita-se haver fatores adjuvantes no desenvolvimento

desta malignidade, visto que etilistas e tabagistas podem ndo desenvolver carcinomas
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espinocelulares orais ou pessoas que nunca fumaram ou foram etilistas vir a apresenta- lo
(SARODE et al., 2014).

A partir dessa premissa, este estudo pretendeu investigar a relacdo entre a proporc¢éo
2D:4D e carcinoma oral de células escamosas, a fim de averiguar a existéncia de um
padrdo digital especifico relacionado a essa condi¢do, o que evidenciaria a razdo 2D:4D

como marcadora para essa situacao.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

= Avaliar a propor¢do 2D:4D em pacientes com carcinoma oral de células escamosas.

3.2 Objetivos especificos

= Verificar a existéncia de um padrdo para a propor¢do 2D:4D em uma amostra de

individuos com carcinoma oral de células escamosas.

*  Averiguar se o comprimento digital estd associado ao carcinoma oral de células
escamosas ao comparar as proporgdes 2D:4D entre individuos com e sem a neoplasia

maligna.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional do tipo caso-controle.

4.2 Tamanho Amostral

Para estimativa do tamanhoamostral foi utilizada uma formula especifica para calculo de
amostras, cujo objetivo é comparar méedias de dois grupos independentes (ARANGO,
2009).

n = {:'512 T '[-_’22) (Zyn T zl-ﬂ} :
(n—n)?

b

Em que:
Zw2 = Valor z tabelado para determinado nivel de confianca.
213 = Valor z tabelado para o poder do teste.
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o1 = desvio padrdo da média da populagéo 1.
o2 = desvio padrdo da média da populagéo 2.
p1= média da populacéo 1.

po= média da populacéo 2.

Os valores referentes as médias e desvios-padrdes das populagdes utilizados na formula
podem ser extraidos de estudos prévios envolvendo populagBes com caracteristicas
semelhantes ou a partir da realizacdo de estudos pilotos. Neste estudo, as médias e
desvios-padrdes foram baseados nos resultados de um estudo conduzido por Sarode et al.
(2014), que compararam médias das proporcdes 2D:4D da méo direita entre individuos
com e sem o diagndstico de carcinoma oral de células escamosas, sendo obtido 0.98
(£0.02) e 0.96 (£0.02), respectivamente. Com base nesses dados, e considerando um nivel
de significancia de 5% e poder do teste de 80%, este estudo requereu, no minimo, 16

individuos em cada grupo para que os resultados obtivessem poder de inferéncia.

Participaram deste estudo 30 individuos de ambos os géneros afetados por carcinoma oral
de células escamosas assistidos pelo Ambulatério de Oncologia da Santa Casa de Montes
Claros e Hospital Dilson Godinho, Minas Gerais, Brasil; e 30 individuos clinicamente
saudaveis, sem a neoplasia referida (grupo controle), que foram selecionados entre

usudrios dos servicos publicos de satude de Montes Claros.

4.3 Critérios de inclusédo

e Grupo caso — foram incluidos individuos com diagnéstico de carcinoma oral de
células escamosas, resultados confirmados por laudo histopatoldgico e que
estavam cadastrados no Ambulatério de Oncologia da Santa Casa de Montes
Claros e do Hospital Dilson Godinho.

e Grupo controle — foram incluidos individuossaudaveis pareados por género, idade
e experiéncias com habitos tabagistas e etilistas semelhantes ao grupo anterior
oriundos de ambulatorios das unidades basicas de saide do municipio de Montes
Claros/MG.

4.4 Critérios de exclusédo
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Foram excluidos deste estudo, em relacdo ao grupo caso, pacientes que possuiam
carcinoma oral em labio, tendo em vista a etiologia desta condigdo ser
preponderantemente devido a exposicao solar. Para ambos os grupos, foram excluidos
pacientes que apresentaram distdrbios hormonais (dado obtido através de relato do
paciente e confirmado em prontuarios clinicos), assim como historico de fraturas nos

dedos anelares e indicadores das méos direita e esquerda.

4.5 Critérios para avaliacdo dos habitos tabagista e etilista

Os hébitos tabagista e etilista foram avaliados categorizando-se o individuo em trés
aspectos: nunca ter tido experiéncia com tabaco ou alcool durante a vida; ter tido
experiéncia anterior (tempo de cessacdo do habito num periodo igual ou anterior a seis
meses antes da data da participacdo nesta pesquisa) e experiéncia atual, ou seja, estar
apresentando o habito no momento da avaliacdo na pesquisa. Em relacdo a frequéncia dos
habitos, a “experiéncia”, tanto prévia quanto atual, referiu-se ao uso de 20 cigarros por

dia e a ingestdo de bebida alcodlica no minimo trés vezes por semana.

4.6 Coleta de dados:

A coleta de dados envolveu a medicdo do comprimento em centimetros dos dedos
indicadores e anelares das méos direita e esquerda, por meio de um paquimetro digital,
realizada em dois momentos, conforme Instrumento de Coleta de Dados (Apéndice A).
A coleta aconteceu nas dependéncias do Ambulatério de Oncologia da Santa Casa e do
Hospital Dilson Godinho e nas Unidades Basicas de Saude do municipio de Montes
Claros/MG no periodo de Outubro de 2016 a Junho de 2017. A primeira medi¢do ocorreu
na sala de espera dos consultdrios clinicos, no momento em que o paciente aguardava
para a consulta. A segunda medicdo foi realizada ap6s a consulta clinica, decorridos cerca
de 30 minutos apo6s a primeira.O critério de selegdo dos individuos para ambos 0s grupos
foi mediante amostragem por conveniéncia devido a disponibilidade dos pacientes nos

ambulatorios.
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Foi utilizada a técnica de medicdo direta mediante a utilizacdo de um paquimetro digital
ZAAS Amatools®, cuja resolugédo € de 0,01 mm. Este método de anélise da proporcéao
2D:4D apresenta facilidade de uso, reprodutibilidade significativa e baixo custo (JUNG
et al., 2010, RIBEIRO et al., 2016). O paquimetro € um instrumento usado para medir
com precisdo as dimensdes de pequenos objetos. Trata-se de uma régua graduada, com
encosto fixo, sobre a qual desliza um cursor. O paquimetro possui dois bicos de medicao,

sendo um ligado a escala e 0 outro ao cursor.

As medicdes foram feitas na face palmar das maos direita e esquerda, com os dedos
esticados sobre superficie rigida. Inicialmente, foi realizada no dedo indicador e,
posteriormente, no dedo anelar. Conforme mostra a figura 4, um bico do paquimetro foi
fixado sobre o ponto médio da depressdo palmar mais proxima a palma da méo e o outro
bico ligado ao cursor deslizou até a ponta dos dedos, tocando-a suavemente. Este ponto
foi tomado como referéncia para finalizar a medic&o. Posteriormente, foi calculada a
razdo 2D:4D, ou seja, dividindo-se o comprimento do dedo indicador (2D) pelo
comprimento do dedo anelar (4D). Apoés as duas medicdes realizadas para cada

individuo, foram utilizadas as médias dos dois valores obtidos para calculo estatistico.

A medicao dos dedos foi realizada por trés examinadores. Em estudos envolvendo 2D:4D,
recomenda-se verificar a concordancia intra e inter-examinador a partir do Coeficiente de
Correlacdo Intraclasse (ICC) (VORACEK et al., 2007). Nesta analise, foram verificados
ICC para as medidas: 2D, 4D, 2D:4D.
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Figura 4: Paquimetro posicionado nos pontos de referéncia para medir a propor¢do 2D:4D.
Fonte:http://www.fingerlenghtdigitratio.wordpress.com

Um estudo piloto foi realizado com o objetivo de averiguar a adequabilidade do
instrumento de coleta de dados e 0 manuseio do aparelho de medig&o.A coleta de dados
envolveu também a aplicacdo de questionarios para a obtencdo de informacdes relativas
ao género, idade e exposi¢do aos fatores de risco para o cancer, considerando os habitos
tabagista e etilista. Para 0 grupo caso foram obtidas informagdes quanto a idade do
individuo no momento do diagnostico, localizacdo da lesdo na cavidade bucal,

estadiamento clinico e presencga de metastases.

4.7 Analise estatistica

Inicialmente, foram conduzidas analises univariadas dos dados, a fim de descrever as
frequéncias das caracteristicas gerais das amostras e as médias das propor¢des 2D:4D nos
grupos. Em seguida, para iniciar as anélises bivariadas, foi verificada a normalidade das
distribuicGes de todas as variaveis adotando-se o Teste Shapiro-Wilk. Para comparar as
proporc¢des 2D:4D, foi utilizado o Teste t de Student, ja que as variaveis apresentaram

distribuicdo normal.
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Com o intuito de explorar a significancia dos resultados obtidos, além do calculo do valor
p, analisou-se o tamanho de efeito das associagdes, conforme preconizado por Manning
(2002), ao ressaltar que esse dado acrescenta informacao quanto a forga da relagéo entre
as variaveis. O tamanho de efeito consiste em uma medida de magnitude padronizada que
representa a importancia da associacdo em termos praticos. Uma medida de tamanho de
efeito utilizada é o coeficiente r de correlagdo de Pearson, que se limita ao intervalo entre
0 (sem efeito) e 1 (efeito perfeito) (FIELD, 2009). Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o Programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®)

versdo 19.0 para Windows®, adotando-se uma significancia de 5%.

4.8 Aspectos éticos

Este projeto foi desenvolvido de acordo com os preceitos determinados pela resolucao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Salude. Este projeto faz parte
do Projeto Andlise da propor¢do 2D:4D em pacientes com neoplasia maligna, submetido
a analise ao Comité de Etica em Pesquisa da UNIMONTES (parecer consubstanciado n°
311.756/2013). Todos os individuos que participaram deste estudo foram devidamente
informados a respeito do mesmo, solicitando a assinatura do termo de consentimento livre

e esclarecido para permissao da analise de seus dados.

5 PRODUTO
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ABSTRACT

Obijective: Digit ratio (2D:4D) has been suggested as a biomarker for prenatal hormones
activity and has been linked to several types of neoplasms. This study aimedto investigate
the possible correlation between 2D:4D ratios and oral squamous cell carcinoma.

Study design: A case-control study was performed with Brazilian subjects. Direct
measurements of the lengths of index and ring fingers of both hands of patients with oral
cancer (n=30) and controls matched by age, gender, and tobacco and ethanol habits
(n=30) were obtained using a digital vernier caliper. Mean ratios between the second and
fourth digits were compared. Data were analyzed by Student’s t-test with a significance
level of 5%.

Results: The 2D:4D means were higher in the oral squamous cell carcinoma group as
compared to the control group, especially to the right 2D:4D (0.9752 and 0.9572, p=0.07,
respectively). When compared by gender, men with cancer presented right 2D:4D higher
than healthy men (0.9807 and 0.9598, p=0.04, respectively).

Conclusions:This study reinforces the relationship, built upon previous studies, between
2D:4D as a likely biomarker associated with oral squamous cells carcinoma, suggesting
that intrauterine exposure to fetal estrogens could be a likely risk factor for this
multifactorial disease.

Keywords: Finger ratio; Oral cancer; Gonadal steroid hormones.
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Introduction

The ratio of the length of the second (index) finger to the fourth (ring) finger
(known as digit ratio or the 2D:4D ratio) represents an individual difference variable
putatively related to prenatal hormonal exposure - a high digit ratio means higher estrogen
exposure and a low digit ratio suggests higher testosterone exposure [1,2,3].

The 2D:4D ratio has been used as a marker in studies of behavioral and
psychological characteristics and has even been used to determine an individual’s
propensity to a range of diseases, especially those diseases that show sex differences in
their occurrence, progression, and/or prognosis[4].

Approximately 19 genes have been correlated to the formation and differentiation
of digit ratios [5] and some of them have been correlated to carcinogenesis, making
2D:4D a marker for the action of these genes and predictive of the susceptibility for
several types of cancer, such as oral cancer [6,7], prostate cancer [8,9,10], breast cancer
[11,12,13,14], gastric cancer [15.16,17] and colorectal cancer [18].

So, the plausibility of the correlation between 2D:4D and oral cancer refers to the
simultaneous action of genes, especially Homeobox (HOX), androgen receptor genes
(AR), and LIN28B in differentiation of the digits, as well as in oral carcinogenesis. The
2D:4D ratio is a marker for the activity of these genes, and it is possible that the digital
length also is a predictor for the development of oral cancer; this suggests that such a
condition might be related to effects of intrauterine exposure to sex hormones [6,7].

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignancy of the
head and neck (excluding nonmelanoma skin cancer) and accounts for approximately
90% of all oral and oropharyngeal malignancies [19]. In Brazil, 11,140 new cases of oral

cavity cancer in men and 4,350 in women were estimated in 2016. These values
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correspond to an estimated risk of 11.27 new cases per 100,000 men and 4.21 per 100,000
women [20].

Considering the multifactorial etiology of OSCC and that some individuals
manifest the disease without presenting the main risk factors, it is necessary to carry out
studies that seek to elucidate other risk factors, primarily those related to the prevention
and early identification of the disease. Thus, the aim of this study is to investigate whether
2D:4D is a marker for OSCC in a Brazilian population by comparing 2D:4D ratios among

individuals with and without oral cancer.

Materials and methods
Samples

A case-control study was performedbetween October 2016 and June 2017 with a
total of 30 patients with OSCC and 30 healthy controls. Patients with OSCC were
recruited from the Oncology Centers of Minas Gerais State, Brazil, and met the following
inclusion criteria: having a histopathological diagnosis of OSCCand undergoing
treatment at the institutions. Exclusion criteria of both groups involved hormonal changes
(data obtained from patient reports and medical records), a history of fractures on fingers
of either hand, and, for OSCC group, cases of lip cancer.

After identifying the cases, controls were selected to include patients who were
assisted by primary-care physicians in smoking-cessation programs conducted by public
health services. The controls were given an oral evaluation and were matched by gender,
age, and history of smoking and drinking habits in relation to the OSCC group. All
subjects enrolled in this study resided in the same geographical area (northern region of
Minas Gerais State). Thus, healthy controls presented similar demographic, ethnic, and

sociocultural characteristics compared to the OSCC group. Furthermore, individuals from
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both groups primarily used the public health services, a fact that ensures equivalent health
assistance and screening practices.
2D:4D ratio

The lengths of the second (index) and fourth (ring) fingers were measured using
digital vernier calipers with a resolution of 0.01 mm. Measurements were taken from the
tip of the finger to the basal crease and were repeated two times, with a 30-minute interval
between measurements. The second measurement was blind compared to the first. When
two creases were visible at the base of the digit, the crease proximal to the palm was
chosen. The length of the index finger was divided by the length of the ring finger to
obtain the 2D:4D ratio. The analyzed ratio was the mean of the two measurements
performed. The right hand minus the left hand 2D:4D was calculated as the difference
between the right and left 2D:4D (DR-L) [12].

The measurements were undertaken by a team of three trained researchers.
Intraclass correlation coefficients (ICC) were calculated to check intra- and inter-observer
reliability of the 2D, 4D, and 2D:4D measurements [20]. Written informed consent was
obtained from each subject, and the study was carried out with approval of the Human
Research  Ethics Committee of  University(311.756/2013), following the

recommendations of the Helsinki Declaration.

Statistical analysis

Sample size was calculated according to a specific formula using averages of
independent groups [21]. It adopted a significance level of 5% and power of 80%. The
mean values and standard deviations used in the sample formula were based on the results

of Sarode et al. [7] that compared average 2D:4D among individuals with and without the



36

disease (0.98 [£0.02] and 0.96 [£0.02]), respectively. Thus, this study would require at
least 16 individuals in each group.

For the analysis of the results, initially, a descriptive statistical analysis was
carried out. Next, a Shapiro Wilk test was used to check the distribution of the sample
and revealed that right and left 2D:4D and DR-L following a normal distribution. Finally,
student's t-test for unpaired samples was performed to compare means of 2D:4D ratios
among groups using SPSS® 19.0 for Windows®(IBM SPSS, Armonk, NY USA)with a

significance level of 5%.

Results

Intraclass correlation coefficients (ICC) were calculated to check intra- and inter-
observer reliability of the 2D, 4D, 2D4D measurements. Intraobserver reliability was high
for all measurements, with ICC greater than 0.98. ICC for interobserver reliability were
lower but still adequate (lower value of 0.88). It suggests that the observed variability in
digit ratio is due to individual differences rather than measurement error.

The sample comprised 60 individuals divided into two groups matched by gender
and age. Of the 30 individuals of both groups, 25 (83%) were males and 5 (17%)
females.The age of the individuals in OSCC group ranged from 42 to 92 years (mean
61.17 + 10.48), while in the control group the age ranged from 40 to 95 years (mean 61.00
+ 10.41). Characteristics of study population are shown in Table 1. Note that features
such as tobacco and ethanol consumption were matched between groups.

Regarding the location of oral cancer in the OSCC Group, 15 (25%) patients
presented in the tongue, 8 (13.3%) in the floor of the mouth, 5 (8.3%) in the soft palate,
1 (1.7%) in the hard palate, and 1 (1.7%) in the retromolar trigone. Clinical features of

OSCC group at diagnosis are shown in Table 2. Table 3 summarizes the difference of
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2D:4D between OSCC and control groups for the whole sample, and for the distribution
by gender.

Right hand digit ratios (R2D:4D), left hand digit ratios (L2D:4D), and DR-L were
higher in OSCC group than in the control group, especially to right hand. When compared
by gender, men with oral cancer presented higher R2D:4D than men without the disease,
with a significant difference (p<0.05). The figure 1 shows the distribution variability of

the right hand 2D:4D (R2D:4D) means between men with oral cancer and men of control

group.

Discussion

The concurrent action of the HOX, AR, and LIN28b genes in the differentiation of
fingers, as well as in oral carcinogenesis, has shown that the 2D:4D ratio can be a putative
marker that links these two situations. HOX genes play an important role in the formation
of the fingers, mainly HOXA and HOXD [3]; notable, other studies reinforce the role of
HOX family genes in the onset of OSCC, with a greater expression of HOXB7 [23]. With
respect to AR genes, it has been postulated that they are essential for the differentiation
of fingers, with AR activity higher in digit 4 than in digit 2. This result is decisive for
establishing the 2D:4D ratio [5]. Studies have established a correlation between a lower
number of polyglutamine (CAG) sequences in this gene and a higher incidence of head
and neck cancer, as well as a correlation between short polyglutamine sequences and a
worse prognosis for these carcinomas [24]. Medland et al. [25] identified a variant of the
LIN28B gene, rs314277, which was robustly associated with 2D:4D, while other
evidenceindicates that LIN28B is critically involved in initiation, progression, and

overexpression in human OSCC [19,25,26].
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In the present study, mean values of 2D:4D for whole sample were higher in the
OSCC group compared to the control group. When compared to 2D4D means in relation
to the distribution by gender, we verified that men of OSCC group had higher R2D:4D
than men without the disease. These findings corroborate two studies previously
conducted that compared 2D:4D in OSCC patients with healthy subjects. The first study
was Brazilian research that correlated 2D:4D of 25 patients with OSCC, 25 individuals
with oral premalignant lesions, and 25 controls. Individuals in the OSCC group presented
with significantly higher 2D:4D (0.9700 + 0.0551) in comparison with subjects with oral
premalignant lesions (0.9625 + 0.0512) and individuals without oral lesions (0.9643 +
0.0365). It was concluded that individuals with higher 2D:4D seem to be more prone to
malignant transformation of lesions in the oral cavity [6]. The other study was performed
by Sarode et al. [7], which included 26 male patients with OSCC and 26 male without the
disease. They observed that 2D:4D was significantly higher in the OSCC group (0.9855
+0.0262) as compared with the control group (0.9605 + 0.0216). In Sarode et al.’s study,
only individuals without history of tobacco and alcohol consumption were included,
resulting in a more specific correlation of genetic aspects of OSCC and 2D:4D.

In the present study, we matched exposure to main risk factors for cancer among
individuals in both groups to reduce the influence of these factors in the analysis. Thus,
for each subject in the OSCC group, a control of the same gender was selected, close to
the same age (range of +2 years), and similar smoking and drinking habits. It was difficult
for researchers to achieve this pairing. A solution was to include those in the control group
who participated in smoking cessation programs.

It is noteworthy that this study observed a higher digit ratio primarily in the right
hand in the OSCC group as compared to the control group, as well as a significant

difference in the right hand between men in both groups. Several studies evaluated the
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right hand only [6,7,8,9,28,29], a decision that was supported by meta-analysis that
showed the right hand might be a better indicator of prenatal androgenization than the left
hand [30]. However, other studies that linked 2D:4D and cancer found significant
associations with the left hand [12,15,18], which reinforces the importance of evaluating
both hands in studies regarding this association.

2D:4D ratio displays differences between races and ethnic groups [4]. The ethnic
variation in 2D:4D is of methodological importance, as it implies that ethnicity needs to
be assessed and controlled in 2D:4D studies; participants should be carefully matched for
ethnicity, or ethnically homogeneous samples should be used for the study. Mendes et al.
[10] ratifies that, within this context, it is important to make some remarks about the
Brazilian population’s race and this should be considered when comparing the Brazilian
people with other populations in studies involving 2D:4D ratio. The Brazilian population
was derived from three different ancestral roots: Amerindians, Europeans, and Africans.
This resulted in a great variability of skin pigmentation, with no discontinuities between
black and white skin color[31]. Thus, the race of Brazilian individuals cannot be
determined by skin color. The ideal method is to genetically identify the contribution of
components of ancestry to characterize the race of the study population. A study
concluded that European ancestry is the major contributor to the genetic background of
Brazilians [32].

Several techniques are used to evaluate the 2D:4D ratio. We chose the direct
technique for measuring the length of fingers using vernier calipers because of its
significant reproducibility, low cost, and practicality. Furthermore, the direct technique
is more suitable for studies involving small samples [33].

Despite the appropriate sample calculation, the limitation of this study refers to

the use of a small sample, not exceeding the samples of studies already published. Even
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though, our results reinforce a relationship, build upon previous studies, between 2D:4D
as a likely putative biomarker associated with OSCC, showing that high 2D:4D could be
associated with higher intrauterine exposure to estrogens, which in turn could increase
the risk of oral cancer.

The elucidation of a new risk factor for this disease contributes to the investigation
of its multifactorial etiology and the identification of a physical and easily accessible
marker; it could contribute to the screening of patients at risk to develop this
malignance.Speight et al. [34] ratifies the importance of performing screening tests for
oral cancer as a public health measure, applied to people who are free of disease as a
strategy for early identification of lesions or conditions that favor the development of the
disease.

For oral cancer, the association with 2D:4D is still incipient in view of the low
number of published studies. Further research is needed in different populations, with
larger samples and control of the risk factors for the disease, in order to confirm this

correlation.
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Table 1
Characteristics of patients with oral cancer (OSCC) and Control Group with respect to

age and tobacco and ethanol consumption.

Characteristics  OSCC Group  Control Group %

Age [mean (SD)]  61.17 (10.48) 61.00 (10.41) -

TC* (n)
Never 2 2 6.7
Ex-smokers 12 12 40
Smokers 16 16 53.3
EC* (n)
Never 4 4 13.3
Ex-drinkers 10 10 334
Drinkers 16 16 53.3

*Abbreviations: TC, tobacco consumption; EC, ethanol consumption



Table 2

Clinical features of patients with oral cancer at diagnosis.

Mean (SD) Median (range)

Age (years) 60.6 (10.2) 58.5 (41-92)
n (%)

Clinical stage

I 6 20

I 2 6.7

I 13 43.3

v 9 30

Regional metastasis

Yes 18 60

No 12 40

Distant metastasis

Yes 04 13.3

No 15 50

Not determined 11 36.7
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Table3

Comparison of right hand digit ratio (R2D:4D), left hand digit ratio (L2D:4D), and right

47

hand minus left hand digit ratio (DR-L) between patients with oral cancer (OSCC) and

Control Group and distribution by gender.

Allsubjects, 30
R2D:4D
L2D:4D
DR-L

By gender, n
Men, 25
R2D:4D
L2D:4D
DR-L
Women, 5
R2D:4D
L2D:4D

DR-L

OSCC Group

Mean (SD)

0.9752 (0.0387)
0.9754 (0.0321)

~0.0002 (0.0313)

0.9807 (0.0342)
0.9793 (0.0315)

0.0014 (0.0320)

0.9472 (0.0518)
0.9559 (0.0314)

-0.0087 (0.0291)

Closo

(0.9607-0.9896)
(0.9634-0.9874)

(—0.0119-0.0114)

(0.9666-0.9949)
(0.9663-0.9923)

(-0.0118-0.0146)

(0.8829-1.0115)
(0.9169-0.9949)

(-0.0449-0.0274)

Control Group

Mean (SD)

0.9572 (0.0377)
0.9701 (0.0393)

~0.0012 (0.0360)

0.9598 (0.0382)
0.9727 (0.0362)

-0.0128 (0.0382)

0.9439 (0.0355)
0.9572 (0.0554)

-0.0132 (0.0250)

Closo

(0.9431-0.9713)
(0.9554-0.9848)

(-0.0263-0.0052)

(0.9440-0.9756)
(0.9577-0.9877)

(-0.0286-0.0029)

(0.8998-0.9880)
(0.8884-1.0260)

(-0.0444-0.0178)

p value

0.0742
0.5682

0.1522

0.0472
0.4922

0.1592

0.9102
0.9662

0.7982

sizeeffect

r=0.23

r=0.07

r=0.18

r=0.28

r=0.09

r=0.20

r=0.04

r=0.01

r=0.09

aStudent's t-test for unpaired samples.
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Figure 1 -Distribution variability of the right hand 2D:4D (R2D:4D) means between men

with oral cancer and men of control group.
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6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados do estudo apresentado, pode-se concluir que:

Individuos com carcinoma oral de células escamosas apresentaram medias 2D:4D
em um padrdo superior as apresentadas pelo grupo controle, especialmente para a
méo direita.Quando comparado por género, homens com a doenga apresentaram
médias 2D:4D da méao direita mais altas em relacdo a homens saudaveis,
corroborando com achados obtidos em estudos realizados previamente sobre essa

tematica.

Este estudo fornece evidéncia adicional que reforga a relagéo entre 2D:4D como
um biomarcador putativo associado ao carcinoma oral de células escamosas,
mostrando que um alto 2D:4D esta associado a niveis elevados de estrogenos
intrauterino, que por sua vez, pode estar relacionado a um maior risco de

desenvolvimento de carcinoma oral de células escamosas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Uma vez que existem poucos estudos na literatura que relacionaram a proporcao
2D:4D ao carcinoma oral de células escamosas, e que este marcador tem
encontrado associacdo significativa com outros tipos de neoplasias, sugere-se a
realizacdo de pesquisas adicionais envolvendo populagbes de diferentes
ancestralidades, uma vez que a proporcdo 2D:4D varia entre grupos

étnicos/raciais, além do controle de fatores de riscos conhecidos para a neoplasia.

e A elucidagcdo de um novo fator de risco para esta doenga contribui para a
investigacdo de sua etiologia multifatorial e a identificacdo de um marcador fisico
de facil acesso podera contribuir para a implementacéo de medidas de prevencédo

primaria e secundaria relacionadas a doenca.



o1

REFERENCIAS

ARANGO, H. G. Biostatisticatedrica e computacional. 3.ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 20009.

BREEDLOVE, S.M. Minireview: Organizational hypothesis: instances of the
fingerpost. Endocrinology, v.51, n.1, p.4116-4122, 2010.

BRENER, S. et al. Carcinoma de células escamosas bucal: uma revisdo de literatura
entre o perfil do paciente, estadiamento clinico e tratamento proposto.
RevBrasCancerol, v.53, n.1, p.63-69, 2007.

CASTELLSAGUE,X. et al.The role of type of tobacco and type of alcoholic beverage
in oral carcinogenesis. Int J Cancer., v.108, n.5, p.741-749, 2004.

CHIEN, A.C.; DAY, T. A,; NEVILLE, B.W. Oral cavity and oropharyngeal squamous
cell carcinoma—an update. CA Cancer J Clin,v.65, n.5, p.401-421, 2015.

DEAN, A.; SHARPE, R. M. Anogenital distance or digit length ratio as measures of
fetal androgen exposure: relationship to male reproductive development and its
disorders. J ClinEndocrinolMetab, v.8, n.1, p.1-10, 2013.

FIELD, A. Descobrindo a estatistica utilizando o SPSS. 2. ed. Porto Alegre: Artmed,
2009.

GARN, S. M.et al. Early prenatal attainment of adult metacarpal-phalangeal rankings
and proportions.Am J Phys Anthropol, v.43, n.3, p.327-332, 1975.

GILLAM, L. et al.Human 2D (index) and 4D(ring) finger lengths and ratios: cross-
sectional data on linear growth patterns,sexual dimorphism and lateral asymmetry from
4 to 60 years of age. J Anat,v.213, n.3, p.325-335, 2008.

GONCALVES, E. et al. Hand digit ratio (2d:4d) and gastric cancer risk: a cross-
sectional study among southeastern Brazilians. J Xiangya Med, v.2, n.1, p.1-5, 2017.

HASSAN, N. M.et al. Aberrant expression of HOX genes in oral dysplasia and
squamous cell carcinoma tissues. Oncol Res.,v.16, n. 5, p.217-224, 2006.

HONEKOPP, J. et al.Second to fourth digit length ratio (2D:4D) and adult sex hormone
levels: new data and a meta-analytic review. Psychoneuroendocrinology, v.32, n.4,
p.313-321, 2007.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15197783/

52

HONEKOPP, J.; WATSON, S. Meta-analysis of digit ratio 2D:4D shows greater sex
difference in the right hand. Am J Hum Biol,v. 22, n.5, p.619-630, 2010.

HONG, L. et al. Digit ratio (2D:4D) in Chinese women with breast cancer. Am J Hum
Biol, v. 26, n. 4, p.562-564, 2014.

HOPP, R. N. Correlacéo entre a proporc¢ado 2D:4D, carcinoma espinocelular oral e
adenocarcinoma de prostata. 2010, 81f.Dissertacdo (Mestrado em Estomatopatologia)
— Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
Piracicaba, 2010.

HOPP, R. N.; JORGE, J. Right hand digit ratio (2D:4D) is associated with oral cancer.
Am J Hum Biol, v.23, n.3, p.423-425, 2011.

HOPP, R. N.et al. Digit ratio (2D:4D) is associated with gastric cancer. Early Hum
Dev, v.89, n. 5, p.327-329, 2013.

HOPP, R. N.et al. Digit ratio (2D:4D) and cancer: What is known so far? Int J Cancer
Ther Oncol, v.2, n.1, p.1-4, 2014.

HOPP, R. N.et al. Digit ratio is associated with colorectal cancer. J
GastrointestDigSyst, v.5, n.1, p.1-4, 2015.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (INCA). Estimativa 2016 Incidénciade
Cancer no Brasil.2016. Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2016>.
Acesso em: 19 out. 2017.

KONDO, T. et al. Of fingers, toes and penises. Nature, v.390, n.6, p.185-198, 1997.

LUTCHMAYA, S. 2nd to 4th digit ratios, fetal testosterone and estradiol. Early Hum
Dev,v. 77, v.1-2, p.23-28, 2004.

MCFARLANE, G. J.et al.Alcohol, tobacco, diet and the risk of oral cancer: a pooled
analysis of three case-control studies.European Journal of Cancer Part B: Oral
Oncology, v.31, n.3, p.181-187, 1995.

MANNING, J. T. The ratio of 2nd to 4th digit length: a predictor of sperm numbers
and concentrations of testosterone, luteinizing hormone and oestrogen. Hum Reprod,
v.13, n. 11, p.3000-3004, 1988.

MANNING, J. T.; LEINSTER, S. The ratio of 2nd to 4th digit length and age at
presentation of breast cancer: a link with prenatal oestrogen. Breast, v.22, n.1, p.61-69,
2001.

MANNING, J.T.; CALLOW,M.; BUNDRED, P. E. Finger and toe ratios in humans and
mice: implications for the aetiology of diseases influenced by HOX genes. Med
Hypotheses, v.60, n.3, p.340-343, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hong%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24677324
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09641955
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09641955

53

MASEREJIAN,N. N. et al.Prospective study of alcohol consumption and risk of oral
premalignant lesions in men. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev., v.15, n.4, p.774-
781,2006.

MCDOWELL, J. D.An Overview of Epidemiology and Common Risk Factors for Oral
Squamous Cell Carcinoma.Otolaryngologic Clinics of North America, v.39, n.2,
p. 277-294, 2006.

MCINTYRE, M. H.; COHN, B. A.; ELLISON, P. T. Sex dimorphism in digital
formulae ofchildren. Am J Phys Anthropol,v.129, n. 1, p.143-150, 2006.

MCINTYRE, M. H. Thedevelopment of sex differences in digital formula from infancy
in the FelsLongitudinal Study. Proc BiolSci, v.272, n. 1571, p.1473-1479, 2005.

MEDLAND, S. E. et al. A variant in LIN28B is associated with 2D:4D finger-length
ratio, a putative retrospective biomarker of prenatal testosterone exposure. Am J Hum
Genet,v. 86, n.1, p.519-525, 2010.

MENDES, P. H. C. et al.Digit ratio (2D:4D) is associated with breast cancer. Int J
Cancer TherOncol.,v.4, n. 3, p.438-444, 2016a.

MENDES,P. H. C. et al. Comparison of digit ratio (2D:4D) betweenBrazilian men with
and without prostatecancer.Prostate Cancer Prostatic Dis, v.19, n.1, p.107-110,
2016b.

MISRA, C. et al. Polymorphisms at p53, p73, and MDM2 loci modulate the risk of
tobacco associated leukoplakia and oral cancer. MolCarcinog., v.48, p.790-800, 20009.

MULLER, D. C. Second to fourth digit ratio (2D:4D), breast cancer risk factors, and
breast cancer risk: a prospective cohort study. Br J Cancer, v.107, n.9, p.1631-1636,
2012.

NAPIER, S. S.; SPEIGHT, P. M.Natural history of potentially malignant oral lesions
and conditions: an overview of the literature. Journal of Oral Pathology & Medicine,
v.37,n.1, p.1-10, 2008.

POTISCHMAN, N. et al. Pregnancy hormone concentrations across ethnic groups:
implications for later cancer risk. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev,v. 14, n.6,
p.1514-1520, 2005.

RAHMAN, A. A.et al. Hand pattern indicates prostate cancer risk. Br J Cancer,v.104,
n.1, p.175-177, 2011.

RIBEIRO, E.;NEAVE, N.; MORAIS, R.N.; MANNING, J. T.Direct versus indirect
measurement of digit ratio (2D:4D): a critical review of the literature and new data.
Evol Psych, v.14, n.1, p.1-8, 2016.

ROSA, F. E. et al. Shorter CAG repeat length in the AR gene is associated with poor
outcome in head and neck cancer. Arch Oral Biol, v.52, n.8, p.732-739, 2007.


http://cebp.aacrjournals.org/content/15/4/774.short
http://cebp.aacrjournals.org/content/15/4/774.short
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16614123
javascript:void(0);
https://scholar.google.pt/citations?user=elbumr8AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1600-0714.2007.00579.x/full
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1600-0714.2007.00579.x/full

54

SANTOS, M. L. et al.The CAG repeat polymorphism in the androgen receptor gene
(AR) and its relationship to head and neck cancer. Oral Oncol.,v.40, n.2, p.177-182,
2004.

SARODE, S. C.; SARODE, G. S.; ANAND, R. Right hand digit ratio (2D:4D) in non-
tobacco and/or non-alcohol habit related oral squamous cell carcinoma. J Oral
MaxillofacSurg Med Pathol, v.24, n.1, p.89-91, 2014.

SCULLY, C.; BAGAN, J. Oral squamous cell carcinoma overview. Oral Oncology,
v.45, n.4-5, p. 301-308, 2009.

SHENG, Y. et al. Decreased digit ratio (2D:4D) and gastric cancer in Chinese men.
Early Hum Dev,v.103, n.1, p.109-112, 2016.

SOUZA-SETUBAL, D. M. F. et al.Overexpression of HOXB7 homeobox gene in oral
cancer induces cellular proliferation and is associated with poor prognosis. Int J Oncol,
v.36, n.1, p.141-149, 2010.

VORACEK, M.; MANNING, J. T., DRESSLER, S. G. Repeatability and interobserver
error of digit ratio (2D:4D) measurements made by experts. Am J Hum Biol,v.19, n.1,
p.142-146, 2007.

WATERS, M.et al. Second to fourth digit ratio and prostate cancer severity. Prostate
Cancer Prostatic Dis, v.16, n.1, p.107-110, 2013.

ZHENG, Z.; COHN, M. J. Developmental basis of sexually dimorphic digit ratios.
ProcNatlAcadSciUSA, v. 108, n.39, p.16289-16294, 2011.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03783782

55

APENDICES

APENDICE A - Instrumento de Coleta de Dados - Projeto: Analise da proporcéo 2D:4D

em pacientes com carcinoma oral de células escamosas

1.DADOS GERAIS:

1.1dentificacéo: | 1.2 Prontuério:
1.3Género: ()M ()F
1.4 Data de nascimento: __ /__/ | 1.5 Idade: anos

1.6 Municipio de origem:

1.7 Local de atendimento:

1.8 Cor da pele: ( )Leucoderma () Melanoderma ( ) Feoderma ( ) Xantoderma

1.9 () Destro () Canhoto

1.10 Localizacaoda lesdo oral:

1.11 Resultado do diagndstico histopatologico do cancer oral:

1.12 Estadiamento:

1.13 Presenca de metastase ( ) sim () ndo

1.14 Idade do paciente no momento do diagndéstico da doenca: anos

2. ANALISE DA PROPORCAO 2D:4D

2- Relacgéo 2D:4D

MAO DIREITA
2.1 Primeira medida: 2.2 Segunda medida:
Comprimento do dedo indicador: Comprimento do dedo
Comprimento de dedo anelar: indicador:
Razio 2D: : cm Comprimento de dedo anelar:
i Razéo 2D: : cm

4D
2.3Média das razdes R2D:4D:

2.4 Relacdo R2D:4D:
( ) dedo indicador maior que o dedo anelar
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( ) dedo indicador menor que o dedo anelar
( ) dedo indicador de mesmo comprimento que dedo anelar

3- Relagdo 2D:4D
MAO ESQUERDA

3.1 Primeira medida: 3.2 Segunda medida:

Comprimento do dedo indicador: Comprimento do dedo

Comprimento de dedo anelar: |nd|cad_or:

Razio 2D: : cm Comprimento de dedo anelar:
4D - Razéo 2D: : cm

4D
3.3Média das razoes L2D:4D:

3.4 Relagdo L2D:4D:

( ) dedo indicador maior que o dedo anelar

( ) dedo indicador menor que o dedo anelar

( ) dedo indicador de mesmo comprimento que dedo anelar

4. QUESTIONARIO

4.1 Vocé sofreu alguma fratura ou trauma nos dedos anelar ou indicador? ( )Sim ( )Nao

4.2 Vocé tem/ja teve alguma doenca hormonal? ( )Sim Tipo:
()N&o ()Né&o sabe informar

4.3 Voceé faz uso de tabaco (fuma)?

()Néo

( )Sim:

( ) Raramente,

( ) 1dia/sem,

( ) 2 a 3dias /sem,

( )Todo dia ou quase todo dia

Numero de Cigarros/Dia

Tipo de cigarro: () Industrializado ( ) Palha ( ) Outro, qual:
() Ex-fumante - Parou had ____ anos

4.4 VVocé faz uso de alcool?

()Néo

()Sim

( )Ex-etilista - Parou hd___anos

Tipo de bebida:

Qual a quantidade que vocé bebe (bebia) por ocasidfo ml/l .




57

APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participacdo em
Pesquisa - Projeto: Analise da proporc¢édo 2D:4D em pacientes com neoplasias malignas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Titulo da pesquisa: Analise da propor¢ao 2D:41 em pacientes com neoplasias malignas
Institui¢io promotora: Universidade Estadual de Montes Claros
Patrocinador: Financiamento proprio
Coordenador: Hercilio Martelli Janior
Contato: 91211315

Voce esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada ~Analise da proporgio 2d:4d em pacientes com

malignas”. Esta pesquisa serd realizada por Patricia Helena Costa Mendes. Livia Maris Ribeiro Paranaiba,

neopl
Priscila Miranda Soares. Renato Hopp. Jacks Jorge Junior. Hercilio Martelli Janior. do Programa de Pos Graduagio

em Cicncias da Saude da UNIMONTES. Quem esti lhe apresentando esta pesquisa ¢ Patricia Helena Costa Mendes. a

qual também recolhera o seu consentimento. aplicard o questionario ¢ fara as medigoes de suas maos direita ¢
esquerda.

Justificativa e objetivos: Esta pesquisa visa investigar a relagao entre os dedos anclar ¢ indicador. os quais sofrem
agao dos hormonios sexuais durante a vida intra-uterina, ¢ a ocorréncia de canceres de boca. prostata. mama,
colorretal, esofago.  pulmao e estomago. A realizagio desta  pesquisa  pode nos fornecer um  fator
diagnostico/preventivo adicional na detecgiao precoce desltes tipos de cancer.

Informagdes: Procedimentos: Vocé respondera a um questionario com cerca de 10 perguntas feito pelo pesquisador,
que. apos este procedimento fara medigoes de suas mios. Essa pesquisa ndo envolve riscos previsiveis a vocé. Nao
existe grupo placebo nesta pesquisa.

Desconfortos, riscos previsiveis e beneficios esperados: Nao ha desconfortos ou riscos associados a participagao na
pesquisa. Nao ha benelicio direto pela participagio na pesquisa, mas existe a possibilidade da mesma contribuir como
método adicional de diagnostico precoce dos canceres de boca ¢ prostata.

Forma de acompanhamento ¢ assisténcia: Os pesquisadores estario a disposigio para quaisquer esclarecimentos
adicionais pessoalmente. por fone ou e-mail (modo de contato acima).

Garantias: Garantias de esclarecimentos: Os pesquisadores esclarecerio os voluntarios quanto a todos os aspectos da
pesquisa. antes, durante ¢ apos a mesma. Liberdade de recusa a participagio ou de retirar o seu consentimento: Vocé
pode escolher nao participar de nossa pesquisa. ou desistir da participagio. se achar necessario. em qualquer fase da
pesquisa. sem qualquer penalizagio ou prejuizo. inclusive para o seu atendimento.

Sigilo: Sua identidade serd mantida em sigilo. Ressarcimento e indenizagio: Nio hi gastos previstos pela participagao
na pesquisa ¢, portanto. nao ha previsao de ressarcimento. Nio hi riscos previsiveis pela participagio na pesquisa e.
portanto. nao ha previsao de indenizagiao.

Fu RG

CPF . concordo em participar_da pesquisa intitulada “Analise da propor¢io 2d:4d

em pacientes com neoplasias malignas”. Nome ¢ assi

Data / /
Heeatio Maddlly fv‘

Pesquisador responsavel

csponsavel

— -
=
Nt

Festemunha Ass. da testemunha

Data

ANEXOS
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ANEXO A - Parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Montes Claros - Projeto: Analise da propor¢do 2D:4D em pacientes com
neoplasias malignas.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
MONTES CLAROS - W
UNIMONTES
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DaD0s D PROJETO DE PESQUISA

Tifube da Peaquisa; AMALISE D‘.Pﬁm’;ﬂ 2040 EM PACIENTES COM NECPLASIAS MALIGNAS
Pesquisador: Paricla Helena Costa Mendas

Arsa Tematica:

WVarsdo: 2

CAAE: 14431513.3.0000.5146

Instttulgao Proponsnts: Universidace Extadual o2 Momes Clams - UNIMONTES

Patrocinador Principal: Financlameno Propro

DaD0s DO PARECER

Himers do Parecar: 311.756
Dats da Relatorla: 21062013

Apragentacio do Projeto:

Um nowvo marcador tem sido adotado para esbudar o comportamento @ &5 caracieristicas e doengas
Influendiadas pelo sexor @ relagdo enfre o dedo Indicador & o dedo anular, chamada 20040 A dferenca
enfre o segunds & & quaro dedd & estabaienida alnda no Bhero, & parese o ser atetada pala pubendade &
refleta um faor Importanie 3 expesiclo Mira-UAena 3 hormonks sexuss,

Objetivo da Peaqulss:

#vallar 3 possivel as50ciagi0 antre & relagdo 20040 com 3 prevaléncda de casos de cancer de boca, cancer
de prostata, cincer de mama, cancer colomela, cancer de esdfago, cancer de puimdo e cancer de
esiimaga.

Avallapso dos Riscos & Bensficlos;

Leve desconfono poderd aconbecsr duranis 3 mediclo dos dedos. Como beneficios exsie 3 possinlldade

da pesquis3a conibuir como melodo addonal de dagnostico precoce de neoplasias malgnas.

Comentarios e Conslderagties sobre 3 Peaquisa
A pesqulsa & refevame & podera contribulr pars o malor conhadmeanto no diagniéstico precoce do cancer,

Endarecn: A D Ful Brega w'n-Camp Unkeers Pro® Deicy Rib

Babis Wi W oiiosa CEP: 5 &0 080

LiF: WG Hunicipla: MONTES CLARDS

Telefone: |Sa00g &0 Fax: |3E500-81038 E-mall:  Fshh il esrime i i
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE

MONTES CLAROS - W
UNIMONTES

Conskieragtas s0bre o8 Termos de apresentagao obrigatoria:

Tenrees adequados.

Recomendspiag:

Agresentacin de retabdnio inal por melo da platafonma Brasl, em "emviar notifcagio™.
Conclusdes ou Pendénclas & Liata de Inadequagias:

BIFTEID,

Siuag3o do Parecer:

Aprovado

Mecenolia Aprociacso ds COMER;

Mao

Conslderagi=as Finals a criterio do CEP:

O projetn respeita of precelios elcos da pesquisa em S2rs6 humanos, S2ndo 3550M S0mos favoravels &
FNIWEEE0 G0 MSEmo.

Contmumgie 43 Pamcar 111 758

MONTES CLARCS, 21 de Junho de 2013

Apainador por
SIMONE DE MELO COSTA
{Coondenador]

Endarego: A O Ful Biege e'v-Camp Uik Pro® Dency fib

Badiro: Wi Maurkom CEP: 5 0 08

[ e Municipla: MONTES CLARDS

Tebefone | Spefog a0 Fax: [3EEE0-E105 E-anail. momse slegQorere:dm b





