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Introducéo

O Carcinoma Epiderméide de Cabeca e Pescoco (CECP) é um problema de saulde publica mundial. Sua etiologia é
complexa devido & natureza multigénica da doenca e ao nimero elevado de agentes ambientais com potenciais aces
carcinogénicas. E evidente que os principais agentes etioldgicos sdo o tabaco e o alcool [1]. Entretanto, outros fatores
tais como a predisposicdo genética tem um papel importante na génese e progressao da doenca [1]. Recentemente,
demonstrou-se que as variagdes genéticas podem estar associadas com a susceptibilidade ao CECP [2], prognostico e
sobrevida da doenga [3]. Além disso, polimorfismos genéticos parecem contribuir para o desenvolvimento do CECP. O
papel dos polimorfismos genéticos em alterar os niveis de proteina, modificando fungdes e predispondo os pacientes a
uma variedade de doengas, tem sido demonstrado extensivamente [4].

O avanco do conhecimento sobre a biologia molecular tem proporcionado a realizacéo de indmeros trabalhos sobre a
participagdo de genes no desenvolvimento do CECP. Vérios genes tém sido correlacionados com esta doenga, no intuito
de desvendar o complexo mecanismo da carcinogénese. Dentre estes genes destaca-se 0 p16“°*"?A, O gene p16°PKN?A
além de ser alvo de alteracbes genéticas relacionadas a doenca, € um dos principais genes supressores tumorais
epigeneticamente inativados [5]. O polimorfismo do gene p16°P*N?A(SNP rs11515) tem sido associado com uma baixa
expressdo de P53, que € um dos genes supressores de tumores tendo importante funcéo sobre o controle do ciclo celular
e apoptose. Este polimorfismo também foi relacionado com a agressividade do tumor [6]. No entanto, ha uma escassez
de pesquisas que avaliam as variacdes polimérficas p16“°“N**(SNP rs11515) em relacéo as caracteristicas clinico-
patoldgicas do carcinoma epidermdide na regido de cabeca e pescogo, enfatizando o risco para a doenga. Dessa forma,
este estudo teve por objetivo investigar a associacdo da frequéncia da variante polimérfica p16“°“N*(SNP rs11515) e o
carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco.

Material e métodos
A. Populacéo Estudada

A apresente analise foi baseada no modelo de estudo retrospectivo. Neste estudo foram analisados 96 pacientes com
CECP, que foram submetidos ao diagnostico e tratamento de 1997 a 2011. Estes pacientes foram recrutados a partir de
banco de dados de diversas clinicas cirtrgicas que tratam do CECP, em Montes Claros, Brasil. O grupo de estudo foi
dividido em duas categorias, sendo uma com 50 pacientes com idade <60 anos e outra com 46 pacientes que tinham >60
anos. Um grupo controle de 100 individuos escolhidos aleatoriamente, sem CECP também foi incluido no estudo.

B. Isolamento de DNA e genotipagem p16°°"?A

O DNA foi isolado a partir de dez seccBes de tecido de 10 um de espessura a partir de cada bloco de amostras de
CECP, utilizando o KitDNeasyTissue (Qiagen, Chatsworth, CA). O polimorfismo do gene p16°*2A(SNP rs11515) foi
avaliado por polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP). O produto de PCR de 144 pb a partir do
gene p16°P“M?* foi digerido pela enzima de restricdo endonuclease Haelll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Assim, é
importante saber que o alelo C de tipo selvagem tem duas bandas (109 e 35 pb), enquanto que o alelo G tem somente
uma banda (144 pb). Para este procedimento, 10uL de DNA foram amplificados e digeridos com 2,5 U de Haelll
durante 16 ha 37 ° C.

C. Conducéo da Eletroforese

Os produtos de PCR para o polimorfismo e fragmentos digeridos foram verificados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% em 200 V constante durante 1,0 h e manchados com nitrato de prata. Resultados de eletroforese
foram estimadas usando um padrdo de 100 pb.

D. Anélise estatistica

As diferencas entre os casos de CECP e o grupo controle foram determinadas através dos testes qui-quadrado e
Fisher. Tempo de sobrevida foi calculada a partir da data do diagndstico a data da Ultima visita de acompanhamento ou
a data da morte usando o Kaplan-Meier e comparando com o teste log rank. A significancia estatistica foi estabelecida
em p <0,05.
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Resultados

A frequéncia genotipica do polimorfismo do gene pl rs11515 em ambos 0s grupos esta apresentada na
Tabela 1. Nao foram observadas diferencas entre o grupo controle e CECP. A distribuicéo de gen6tipos foi semelhante
para os dados a partir de um Populacdo Central sul-Africano e uma populacdo Africano-Americano (banco de dados
NCBI dbSNP). As distribuicdes de genétipos do polimorfismo p16“°*N“A de acordo a idade, as caracteristicas
moleculares, e parametros clinico-patoldgicos encontram-se resumidas na Tabela 2. Treze pacientes de cada grupo
apresentaram TNM 1 / II. Foi observado que ndo houve diferenca entre os gendtipos do p16°°*N? e os parametros
clinico-patolégicos.

CDKN2A
6

Discussao

E estabelecida a grande influéncia de alteraces genéticas e agentes ambientais no CECP. Estudos tém enfatizado as
modificacOes epigenéticas como fatores relevantes no mecanismo da doenca. No entanto, ndo ha um conhecimento
preciso da importancia dos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais para os pacientes com CECP. Polimorfismos
genéticos envolvidos no controle do ciclo celular podem estar associados ao desenvolvimento e risco para o CECP.
Entretanto, no presente estudo isso ndo foi observado com a variante polimérfica p16“°“"*A(SNP rs11515).

O gene supressor de tumor p16“P*N?A & um dos principais reguladores do ciclo celular e é frequentemente inativado
em tumores sélidos [5]. Evidéncias in vitro utilizando ensaio funcional relataram que p16“°*N°A inibe crescimento de
células e prisdo na fase GO-G1 do ciclo celular.O mecanismo de acdo da p16°°*N* parece ser através da inibicdo de
CDK4 e CDK®, que conduz a um bloqueio de fosforilacdo por pRB [7]. Além disso, metilagdo p16“°“"** tem um
impacto na sobrevida CECP [8]. Este marcador é um candidato interessante para a deteccdo precoce e avaliagdo de
riscos. Descobrimos que os individuos portadores de CECP com tumores de grande porte e com doenga metastatica
apresentaram pior sobrevida geral. Estes resultados séo consistentes com o0s conceitos fundamentais que estabelecem a
contribui¢do dos fatores tamanho do tumor e metéstase linfonodais para maior agressividade do CECP [9]. Um estudo
anterior mostrou que o alelo G do polimorfismo rs11515 esta fortemente associado a susceptibilidade a alguns tipos de
cancer humano, incluindo individuos com carcinoma da bexiga [10]. Usando testes bivariados, observamos que nem
alelos nem gendtipos tiveram um impacto sobre a sobrevida geral, por meio de testes estatisticos multivariados.

Estudos futuros sdo necessérios para promover uma melhor compreensdo da participacéo do polimorfismo rs11515
em pacientes com CECP. Tendo em vista a complexidade da doenca e a necessidade de um maior entendimento dos
mecanismos envolvidos em diferentes faixas etarias, mais estudos sdo necessarios para elucidar o CECP tanto em sua
etiopatogénese como no comportamento bioldgico.

Concluséao

Com base nos resultados apresentados foi possivel concluir que ndo ha diferencas na distribuicdo de rs11515 entre 0s
grupos controle e CECP. Além disso, ndo ha diferenca entre gen6tipos rs11515 e os parametros clinico-patoldgicos.
Estes resultados podem contribuir para uma melhor compreensdo das relacdes entre o processo da doenca e fatores
genéticos e, eventualmente, levar a um diagndstico mais preciso, tratamento e progndéstico em pacientes com CECP.
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Tabela 1. Frequéncia genotipica do polimorfismo RS11515 do gene p16 em pacientes CECP e grupo controle

Gene/genotipo Controle n (%) CECP n (%) Valor p
Rs11515

GG 07 07(7.3)

CG 26 (26) 15 (15.6) 0.200
Ccc 67 (67) 74 (77.1)

Todos os valores foram calculados utilizando o teste de 2.

Tabela 2. Gen6tipo p16 e sua associagdo com aspectos clinico-patologicos e caracteristicas do grupo em estudo

Niimero (%)
Variaveis Valor p
Idade * GG CG cC
Jovem 2(286) 9(60.0) 30527 0.379
Idoso (714 6 (40.0) 35(47.3)
Sexo *
Masculino 6(85.7) 14(93.3) 68 (91.9) 0.825
Feminino 1(14.3) 1(6.7) 6(8.1)
Historia familiar
de qualguer tipo
de cincer *
Ausente 6(83,7) 10(66,7) 41 (35,4 0.243
Presente 1(143) 35(333) 33 (44.6)
Tabagismo *
Nunca 6(85.7) 15 (100) 70 (94.6) 0.368
Sempre 1(14.3) 0 0.0y 454
Locais
anatomicos *
Anterior 2(28.6) 8(333) 33 (44.6) 0.552
Posterior 3(714) 7(46.7) 41 (554
FEstadiamento
clinico TNM *
ji 1(14.3) 6(40.0) 19(25.7) 0.383
LIV 6(85.7)  9(60.0) 35 (74.3)
Metastase
locoregional *
Ausente 0(0.0) 8(33.3) 27 (36.5) 0.053
Presente 7(100) 7(46.7) 47 (63.5)

* p <0,05 (significativo, analisados por Fisher ou teste x2)



