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POLIMORFISMO NO CODON 72 rs1042522 DO GENE TP53 ASSOCIADOS
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Farias

Introducéo

O cancer de cabeca e pescoco é a quinta neoplasia mais comum no mundo, com uma incidéncia
global de 780 mil novos casos por ano. Estima-se que 7,6 milhdes de pessoas vao morrer como
conseqliéncia de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo (CECP). Predisposicdes genéticas
emergiram como um importante fator de risco no desenvolvimento e prognéstico do desenvolvimento de
CECP. Considerando este fato, o objetivo do presente estudo é avaliar se o polifmorfismo de nucleotideo
Unico (SNP) no c6don 72 do gene TP53 (rs1042522) esta associada com o aumento da razdo de chances
de desenvolver carcinoma epidermdide ou a um pior prognéstico em pacientes com CECP.

Material e Métodos

A. Casuistica

O presente trabalho trata-se de um estudo retrospectivo, onde os pacientes foram recrutados a partir
de servigos de cirurgia de cabeca e pesco¢o durante o periodo de 1997 a 2011. O estudo incluiu 62
individuos acometidos com CECP e 60 individuos do grupo controle escolhidos aleatoriamente.
Considerando o tamanho da populacéo local, foi realizado o célculo das amostras para o grupo controle
para estimar o nimero de pessoas. Ambos 0s grupos, caso e controle, vieram da mesma regido geogréafica,
sendo que o grupo controle foi pareado por idade.

B. Gradacdo morfologica e reages de PCR e imuno-histoquimica

Todos os pacientes acometidos com CECP foram devidamente categorizados pelo sistema de
estadiamento clinico TNM (Tamanho do tumor, presenca de Nodos metastaticos e presenca de Metastases
a distancia, respectivamente).

A extracdo do DNA foi realizada através do kit Dneasy TissueKit QIAGEN® de acordo com o
protocolo do fabricante. Apos a extracdo, O DNA foi amplificado através da técnica de PCR para o gene
TP53. Em seguida, os produtos da PCR foram submetidos a tratamento com enzima de restricdo BstUI, a
fim de analisar os alelos. Através da eletroforese em gel de poliacrilamida, foram verificados os produtos
da PCR e os fragmentos digeridos pela enzima de restrigéo.

Para a imuno-histoquimica, foram escolhidos 18 casos que apresentavam quantidade de amostra
sufiente. Essa técnica foi realizada em cortes histolégicos onde foi utilizado o anticorpo primario contra a
proteina p53 (anti-p53 monoclonal, clone DO7, obtido da Novocastra Laboratories in Newcastle, UK).
Para a imuno-histoquimica foi utilizado o kit streptoavidina-biotina-peroxidase (LSAB Kit, Dako,
Glostrup, Denmark). Apenas células neoplasicas que apresentaram marcacdo nuclear marrom foram
consideradas positivas, independente da intensidade da marcacdo. A expressdo positiva para p53 foi
definida quando havia mais de 10% das células marcadas, semelhante a um estudo prévio.

C. Anélise estatistica
A anélise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico SPSS®, versao 18.0 para
Windows®. O teste qui-quadrado (x°) e exato de Fisher foram usados para analisar a distribuicdo dos
alelos entre 0s grupos caso e controle. A analise multivariada com regressdo logistica binéria foi realizada
para construir um modelo de varidveis a fim de avaliar a razdo de chances de desenvolver CECP. O teste
de Kaplan-Meier foi utilizado para analisar sobrevida. O intervalo de confianca maior que 95% foi
considerado significativo (p<0,05).
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Resultados

Para determinar se o polimorfismo no codon 72 do gene TP53 pode estar associado com CECP
na populacdo em estudo, dados do grupo de individuos acometidos com CECP foram comparados com o
grupo controle (Tabela 1). No presente estudo, observamos que os individuos com o genotipo Arg/Arg e
fumam apresentam maior probabilidade de desenvolver CECP (Tabela 2). A distribuicdo da freqiiéncia do
SNP no c6don 72 do gene TP53 pode ser verificada na tabela 3. Pacientes acometidos com CECP com
metastase nos linfonodos ou estagiamento clinico TNM avancado, possuem maior risco de morte (Figura
1). Entretanto, o polirmorfismo no cédon 72 do gene TP53 néo influenciou na sobrevida.

Discussao

A proteina p53 pode ser ativada em resposta a varias formas de estresse celular e exerce funcdes
anti-proliferativas. Conseqlientemente, a alteracdo da expressdo ou funcdo da proteina P53 pode
influenciar na carcinogénese. Apesar de vérios estudos que investigam o papel do gene TP53, a sua
classificacdo como um gene supressor de tumor permanece em debate. 1sso diz respeito as modificacdes
moleculares relacionados a patogénese CECP, destacando o papel do SNP.

Uma variedade de informacBes podem ser encontradas na literatura a respeito do SNP no c6don
72 do gene TP53. No presente trabalho foi observado uma associagdo do CECP com o alelo arginina,
demonstrando, assim, uma maior susceptibilidade desse alelo a muta¢des que podem inativar a proteina
p53 e, consequentemente, levar ao desenvolvimento do cancer. Entretanto, alguns estudos observaram
associacao do alelo prolina com envolvidos com a carcinogénese. Esses resultados contraditorios podem
ser explicados pelo fato de que além do SNP, alguns fatores epigenéticos e modifica¢des pos-traducionais
podem alterar a fungdo ou expressdo da proteina. Quanto a imuno-histoquimica, no presente trabalho, ndo
foi observado uma associagdo entre 0s genotipo TP53 e a expressdo da proteina p53. Além disso, ndo
observamos associacdo significante entre o SNP no codon 72 e progndstico, bem como, sobrevida.
Entretanto, parametros classicos como estagio TNM avancado e presenga de metastase foi associado com
aumento de risco de morte. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para melhor compreender a funcéo
do SNP no cédon 72 do gene TP53.

Concluséo

Este estudo identificou que individuos que apresentam o alelo arginina no SNP no codon 72 do
gene TP53 tem maior probabilidade de desenvolver CECP. Esses achados podem contribuir para uma
melhor avaliag¢&o de risco para o desenvolvimento de CECP.
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Gene
variant/senoty
P53 72 Genotvpe
Arg/Arg 21(29.6) 50 (714)
Arg/Pro + Pro/Pro 39 (76.5) 12(231) =0.001

Tabela 2 - Analises multivariadas da odds ratio para CECP avaliadas por regressao logistica binaria.

p value OR 95% C.I. for OR
Lower Upper
Genotype
Pro/Pro+Arg/Pro Referent
Arglarg <0.00 12.17 3.15 47.08
Ethylism
Absent Referent
Present 0.3 1.84 0.56 5.99
Tabagism
Absent Referent
Present <0.00 381 58.52 127.52

Tabela 3 — SNP no codon 72 e sua associagdo com caracteristicas clinico-patolégicas.
Are/Pro + Prn-'Prn Arg/Are p value
N

Etilism
Never 6 (30,00 19(38.0) g3
Ever 6 (30.0) 31 (62.0)
Family history of any cancer
Absent B (66.T) (5600 g3g
Present 4(333) 22 (44.0)
Smoling status
Never 2(16T) 13(260) g397
Ever 10 (83.3) 37(64.0)
TNM Chindeal Staging
' 3250 16(32.0) pag
TV 9(75.00 34 (68.0)
Locoregional Metastais
Ausent 6 (50.0) 29(580) 0426
Present 6 (30.0) 21 (42.0)

Figu ra 1- (A) sobrevivéncia de pacientes acometidos com CECP; (B) presenca de metastases e (C) genétipo do SNP do cédon 72 do gene TP53.
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