UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA:

CIENCIAS CIRURGICAS

POLIMORFISMO DO GENE TP53 NO CARCINOMA

EPIDERMOIDE DE CANAL ANAL

AUTORA: SIMONE SANTANA CONTU
ORIENTADOR: DANIEL CARVALHO DAMIN
TESE DE DOUTORADO

2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA:

CIENCIAS CIRURGICAS

POLIMORFISMO DO GENE TP53 NO CARCINOMA

EPIDERMOIDE DE CANAL ANAL

AUTORA: SIMONE SANTANA CONTU
ORIENTADOR: DANIEL CARVALHO DAMIN
TESE DE DOUTORADO

2011



C765i Contu, Simone Santana

Polimorfismo do gene TP53 no cincer de canal anal / Simone
Santana Contu ; orientador Daniel Carvalho Damin. —2011.
71f. :il. color.
Tese (doutorado) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Faculdade de Medicina. Programa de Pds-Graduag¢do em Medicina:
Ciéncias Cirargicas. Porto Alegre, BR-RS, 2011.

1. Neoplasias do anus 2. Polimorfismo genético 3. Genes p53l4.

Cdédon 5. Arginina 6. Prolina I. Damin, Daniel Carvalho Il. Titulo.

NLM: WI 610

Catalogacdo Biblioteca FAMED/HCPA




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Daniel Carvalho Damin, pela oportunidade e orientacéo deste
trabalho .

A Dra. Andreia Pires Souto Damin, pela disponibilidade e auxilio no
processamento e analise molecular.

Ao estatistico Mathias Bressel, pela orientacdo na analise estatistica
dos dados.

A Sra. Estela Maris Araripe, secretaria do Programa de POs-
Graduacao, por sua eficiéncia, presteza, atencéo e solicitude.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico, pelo financiamento através do Programa Bolsa de Doutorado.

Ao Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre, pela logistica necesséaria a execucao
deste trabalho, particularmente ao Prof. Dr. Claudio Osmar Pereira
Alexandre e a Farmacéutica-Bioquimica Grasiela Agnes, pela orientacao,
planejamento e realizac¢ao técnica.

A todas aquelas pessoas e instituicbes que, de alguma forma,
contribuiram para que este trabalho fosse concluido.

Aos meus irmaos Kléber, Ulisses, Andrea e Gabriela, pela amizade.

A minha méae, Elo4, pelo apoio.

Aos meus queridos filhos, Ana Paula, Maria Eduarda e Pedro, motivos
de realizacao e felicidade.

Ao meu esposo Paulo de Carvalho Contu, pelo auxilio e amor.

A Deus.



Ao meu pai, Santana (in memoriam)



SUMARIO

Lista de Figuras
Lista de Tabelas
Lista de Abreviaturas e Simbolos
INTRODUCAO
REVISAO DA LITERATURA

Céancer de canal anal

Gene TP53

Polimorfismo do gene TP53
Polimorfismo do gene TP53 e cancer

OBJETIVOS

MATERIAIS E METODOS

RESULTADOS

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS
Parecer do comité de Etica em Pesquisa
Artigo publicado em inglés

Artigo em portugués

06

07

08

09

11

11

12

14

19

23

24

29

32

37

38

47

47

48

54



Lista de Figuras

Figura 1. Estrutura da proteina p53 e a localizacdo do
“dominio rico em prolina” correspondente ao cddon 72

Figura 2. Fotografia do gel de agarose com os resultados
da PCR e RFLP

15

27



Lista de Tabelas

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas de pacientes com

cancer e controles 29
Tabela 2. Distribuicdo do polimorfismo no cédon 72 do gene

TP53 em pacientes com cancer e controles 30
Tabela 3. Distribuicdo do polimorfismo no cédon 72 do

gene TP53 em controles, conforme a idade 31



Lista de Abreviaturas e Simbolos

ANOVA — Andlise de variancia

Arg — Arginina

CHSCMPA — Complexo Hospitalar da Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre

DNA — Deoxyribonucleic Acid

HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HPV — Human papillomavirus

IARC — International Agency for Research on Cancer

IC — Intervalo de Confianca

Kb — quilobases

Kd — quilodaltons

NCBI — National Center for Biotechnology Information

NIA — Neoplasia intraepitelial anal

OR - Odds Ratio

pb — pares de bases

PCR — Polymerase Chain Reaction

Pro — Prolina

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

RT-PCR — Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

TP53 — Tumor Protein 53



INTRODUCAO

O cancer de canal anal é uma neoplasia rara e de incidéncia geografica

variavel, sendo o carcinoma epidermaoide o tipo histolégico mais frequente.

O papilomavirus humano (HPV) foi identificado como o principal agente
causador do carcinoma epiderméide de canal anal visto que esta relacionado
com o desenvolvimento da neoplasia intraepitelial anal, a lesdo precursora do
carcinoma invasivo. Os subtipos 16 e 18, com atividade oncogénica
documentada, foram detectados em até 90% dos casos de carcinoma

epiderméide de canal anal.

As mutacBes do gene TP 53 estdo presentes em varias neoplasias,
sendo uma das alteracbes genéticas mais estudadas no cancer. Além das
mutacdes, também tem sido investigada a presenca de polimorfismos no gene
TP53, como o que ocorre no cédon 72 do exon 4, e que resulta na codificacdo
de arginina (CGC) ou prolina (CCC). Este polimorfismo possui variagdo na sua
freqiéncia que envolve a etnia da populacdo e o clima da regido estudada.
Muitos estudos investigaram as associacoes deste polimorfismo do TP53 com
aumento de risco para tumores malignos associados a infec¢ao pelo HPV, a
exemplo do cancer de colo uterino, sugerindo que determinados padrdes deste
polimorfismo possam aumentar o risco para o desenvolvimento desta neoplasia

ginecoldgica.



Neste contexto, este estudo tem como objetivo determinar a distribuicéo
do polimorfismo no codon 72 do gene TP53 em uma amostra de pacientes com
carcinoma de canal anal e compara-la com a distribuicdo em um grupo controle

sem neoplasia.



REVISAO DA LITERATURA

Cancer de canal anal

O céncer de canal anal é uma neoplasia rara, correspondendo a 1,9%
dos tumores malignos do sistema digestério®. Tem incidéncia geografica global
variavel, com taxa anual que varia de 0,1 a 2,8 casos por 100.000 homens e de
zero a 2,2 casos por 100.000 mulheres?. Nos Estados Unidos, o indice de
incidéncia anual é de 1,5 casos por 100.000 habitantes® e estima-se que 5.260
novos casos sejam diagnosticados e 720 6bitos ocorram em 2010%. No Brasil,
segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, a estimativa de novos casos
em 2009 foi de 539 em homens e 1.078 em mulheres e, em 2006, houve 233
6bitos, sendo 71 homens e 162 mulheres®. O tipo histolégico mais freqiiente,
correspondendo a aproximadamente 85% dos casos, € o0 carcinoma

epiderméide, sendo a neoplasia intraepitelial anal (NIA) a lesé@o precursora.

Tanto a NIA qguanto o cancer de canal anal invasivo, assim como o
cancer invasivo de cérvix, tém sido relacionados etiologicamente a infeccao
pelo HPV, especialmente aos tipos 16 ou 18, que apresentam atividade
oncogénica documentada®’. Conforme revisdo publicada por Hoots e
colaboradores, o HPV foi detectado em 71% dos carcinomas anais invasivos,
sendo cerca de 72% destes associados com os subtipos 16 ou também 18°5.
Esta prevaléncia estimada do HPV 16 e 18 é semelhante aquela encontrada

em carcinomas invasivos de colo uterino®. Além disso, nos Gltimos 30 anos, a



incidéncia do carcinoma anal escamoso e da NIA tém aumentado na populacdo
em geral, associada principalmente ao género feminino, infeccdo pelo HPV,
namero de parceiros sexuais, lesbes genitais, tabagismo, intercurso anal
receptivo, infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), histéria de
cancer cervical, vaginal e vulvar e imunossupressdo apoés transplante de
orgaos solidos. Desta forma, considerando os aspectos relacionados com a
etiologia, o cancer anal é mais similar as neoplasias malignas genitais do que

aos tumores gastrointestinais'®**.

Gene TP53

Algumas das altera¢gBes genéticas mais estudadas associadas ao cancer
estdo relacionadas ao gene TP53. Localizado no cromossomo 17pl13.1, este
gene tem tamanho aproximado de 20 quilobases (kb), possui 11 exons e
codifica a proteina nuclear p53, com 393 aminoacidos e peso molecular de 53
quilodaltons (kDa), razdo da sua denominacdo’. Pertence a uma familia de
genes que inclui outros genes, como o TP63 e o TP73. Em humanos, foi
estudado inicialmente na sindrome de Li-Fraumeni, doenga genética rara em
que ocorre aumento da frequéncia de diversos tumores em decorréncia da

heranca de uma c6pia mutada do gene TP53%.

Sua funcéo primaria esta relacionada a preservacao do codigo genético
de cada célula, ou seja, a manutencdo da mesma sequéncia de nucleotideos
ao longo de toda a molécula de DNA. Quando as células sofrem alteragdes que

representam estresse celular, tais como o dano direto ao DNA, aberraces



cromossOmicas, ativacdo de oncogenes, hipdxia e encurtamento de teldmeros,
o produto deste gene torna-se ativado. Estes estimulos, muitas vezes
associados com o desencadeamento e a progressao do cancer, determinam o
acumulo da proteina p53, que funciona ativando a expressdo de genes
atuantes em varios pontos do metabolismo celular e mediando efeitos
coordenados anti-proliferativos, incluindo efeitos no ponto de checagem na
transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular, no reparo do DNA, na

apoptose, na diferenciacdo e na angiogénese™®.

Por exercer esta funcdo de deteccdo de alteracdbes no DNA e
consequente correcdo ou morte celular, a proteina p53 € considerada como
uma guardid do genoma, e é um importante elemento na prevencdo do
desenvolvimento de tumores, sendo seu gene codificador classificado como
gene supressor tumoral. Mutacdes que determinem a perda funcional da
proteina p53 podem, desta forma, constituirem-se em importantes contribuintes

para a instabilidade genémica e cromossomal que ocorre no cancer™.

De fato, o TP53 é um dos genes mais comumente mutados em todos 0s
tipos de cancer humano, indicando que existe uma pressao seletiva para perda
da atividade deste gene durante o desenvolvimento tumoral. Alteragdes no
gene TP53 estdo presentes em até 80% dos carcinomas anais®®. As mutacgdes
pontuais do tipo missense, em que ocorre a troca de apenas um nucleotideo e
consequente mudanca de um aminoacido na cadeia polipeptidica, representam

mais de 80% dessas mutacdes. Costumam ocorrer em etapas especificas da



carcinogénese e geralmente coincidem com o aparecimento de carcinoma in

situ no célon, trato digestério superior, mama e bexiga®’.

Em alguns casos, a alteracdo do TP53 coincide com a emergéncia de
tumores biologicamente agressivos e a perda da diferenciacdo celular, como
tumor anaplasico de Wilms, tumor de tiredide, glioma maligno ou anaplasico,
melanoma metastatico e invasivo, e cancer de prostata. Os exons 5 a 8 sdo 0s
que sofrem maior numero de mutacdes, jA& que compreendem regides
altamente conservadas durante a evolugdo dos vertebrados, sugerindo alto

grau de importancia funcional®®.

Polimorfismo do gene TP53

Os polimorfismos genéticos sdo variacdes na sequiéncia de DNA que
podem criar ou destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restricao e
parecem estar associados a apenas uma base. A freqiéncia de alelos
heterozigotos para o polimorfismo genético ocorre em mais de 1% da
populacdo. Algumas dessas alteracdes ocorrem em sequéncias nao
codificadoras do gene, que na maioria dos casos nao terdo efeito em suas
fungbes, enquanto outras ocorrerdo em sequéncias codificadoras, levando a
producdo de proteinas defeituosas. Deste modo, em alguns casos, 0

polimorfismo genético pode aumentar a suscetibilidade ao cancer®®.



A maioria dos polimorfismos do gene TP53 esta localizada nos introns.
Em tese, podem afetar a fungcéo da proteina p53 através de uma mutabilidade
aumentada decorrente da sequéncia alterada de DNA e modificacdo da

estabilidade de transcrigéo ou traducdo™®.

Dos varios polimorfismos identificados no gene TP538, trés tem sido
extensamente estudados, dentre 0s quais o polimorfismo no cédon 72 do exon
4, que corresponde, na proteina, ao chamado “dominio rico em prolina”
necessario para inducéo de apoptose (Figura 1). Neste dominio, pode ocorrer a
presenca de citosina (C) ou guanina (G). Essa substituicdo de bases resulta na
codificagdo de um aminoacido arginina (CGC) ou de um amino&cido prolina

(CCC) na cadeia polipeptidica®®.

s Dominiorico Dominio deligacéo do Dominiode . tDomenido dlgNA
Transativacao em prolina DNA-sequ éncia especifico tretamerizagéo o) oe=0 A0 -
. o néo especifico
1 50 60 90 100 290 323 355 370 393

&

codon 72

Figura 1. Estrutura da proteina p53 e a localizagao do “dominio rico em

prolina” correspondente ao cédon 72.

As frequéncias dos alelos Arg e Pro no codon 72 possuem variacdo que
envolve a localizacdo geografica da regido estudada. A freqiiéncia do alelo Pro
mostra aumento do norte para o sul que varia de 17% na populacao sueca para

63% na populacdo nigeriana. Também ja foi demonstrada associacéo



significativa entre o alelo Arg e a latitude, sendo mais prevalente em
populagbes que vivem em regides distantes da linha do Equador. Estas
variacdes encontradas sugerem que o polimorfismo do cédon 72 é balanceado
e mantido por selecdo natural provavelmente determinada por pressao

genética relacionada & adaptacéo as areas de maior incidéncia solar®.

Existe também correlacdo entre o padrao de polimorfismo do cédon 72 e
a composicdo étnica de uma determinada populagéo. Individuos caucasoides
apresentam mais frequentemente o alelo Arg quando comparados com 0s

orientais?®%!

. Segundo alguns autores, o polimorfismo do cédon 72 poderia ser
utilizado como instrumento de caracterizacdo da composicdo étnica de uma
populacdo. Ja foram realizados estudos investigando este polimorfismo em
diferentes regides e paises, incluindo individuos brancos, negros e hispéanicos.

Em cada uma destas populagdes verificaram-se padroes distintos e

caracteristicos de distribuicdo alélica®.

No Brasil, estudo realizado com 279 individuos provenientes das regides
Norte, Centro-Oeste e Sul, constatou padrdes distintos de distribuicdo alélica
entre um grupo étnico com individuos pertencentes a cinco tribos indigenas
distintas em comparacdo com um segundo grupo formado por individuos
brancos e negros. O segundo grupo, mais sujeito ao processo de
miscigenacao, apresentou maior variabilidade alélica do que os indigenas. Os
autores constataram que as frequéncias alélicas dos euro-brasileiros e dos
afro-brasileiros, permaneceram semelhantes as encontradas na Europa e

Africa respectivamente, com maior freqiiéncia do alelo Pro na populacédo de



raca negra (68%)%%. Porém, devido & grande diversidade na composicéo étnica
das diferentes regides do pais, 0s resultados podem né&o ser representativos da

distribuicdo deste polimorfismo na populacao brasileira.

Os diferentes alelos gerados pelo polimorfismo do codon 72 resultam em
alteracdo estrutural e funcional na proteina p53%. A alteracdo estrutural na
proteina foi inicialmente demonstrada pela menor velocidade de migracao das
variantes Pro do que das variantes Arg durante a eletroforese em gel de
poliacramida’®, determinando diferencas nas atividades bioldgicas da proteina

p53.

Thomas e colaboradores, utilizando culturas celulares, demonstraram
que a variante Pro promove de forma mais eficiente a expressdao de uma
variedade de genes que sao responsaveis pela interrup¢cdo do ciclo celular na
fase G1, em especial do gene p21/WAF, que tem papel critico na parada do
ciclo na transicdo G1/S*® . J4 Dumont e colaboradores investigaram o potencial
apoptotico das variantes Pro e Arg em culturas de células de melanoma e
adenocarcinoma, demonstrando que, em linhagens celulares com niveis iguais
da proteina p53, a variante Arg tem capacidade pelo menos cinco vezes maior
de induzir a apoptose do que a variante Pro. Esta constatacdo pode estar
relacionada a localizacdo da variante Arg nas mitocondrias e a sua maior
capacidade de transferéncia do ntcleo ao citoplasma®*. Além disto, as duas
variantes possuem diferencas funcionais importantes no que se refere a
capacidade de interagir com as proteinas celulares e a sua susceptibilidade a

degradacdo pela proteina viral E6, considerada critica no processo de



carcinogénese induzida pelo HPV?*%, o que pode explicar a diferenca no risco
de desenvolvimento de tumores malignos relacionados a infeccdo por este

virus.

O polimorfismo do cédon 72 pode ser analisado por meio de técnicas
laboratoriais baseadas na PCR?. O método consiste na amplificacdo
enzimatica in vitro de um segmento especifico de DNA a partir de quantidades
minimas de material genético presente em um determinado meio. Uma das
técnicas utilizadas no estudo do polimorfismo do cédon 72 € denominada de
PCR alelo especifica. Consiste na utilizacdo de primers especificos que
amplificam os alelos Arg ou Pro em reagdes distintas. As sequéncias dos
primers Arg amplificam um fragmento de 141 pares de bases (pb) enquanto as
sequéncias dos primers Pro produzem um fragmento de 177 pb. Foi
demonstrado, no entanto, que diferentes condigdes de PCR, principalmente em
relacdo a temperatura de anelamento e concentracdo de magnésio nas
reacoes, podem influenciar significativamente os resultados obtidos com o

método?’.

O polimorfismo do cédon 72 pode também ser investigado pela técnica
de RFLP, que consiste na realizacdo de PCR com primers que amplificam um
fragmento de 199 pb, contendo a regido polimorfica. Apés amplificacdo dos
fragmentos, uma digestdo dos amplicons € realizada utilizando enzima de
restricdo especifica (BstUl ou Accll). Esta enzima identifica a presenca do
cédon CGC (Arg) e cliva o fragmento produzindo dois fragmentos menores

(113 bp e 86 pb). Em individuos homozigotos CCC (Pro) ndo ira ocorrer a



digestdo enzimética. Desta forma, utilizando-se a técnica de eletroforese em
gel de agarose, quando o individuo for homozigoto para Arg (CGC/CGC) seréo
visualizadas duas bandas: uma de 113 bp e uma de 86 bp. Por outro lado, em
um individuo homozigoto Pro (CCC/CCC) sera visualizado apenas um
fragmento de 199 pb, j& em um individuo heterozigoto (CCC/CGC) serdo
observadas trés bandas, uma com 199 pb correspondente a Pro, e duas com

113 pb e 86 pb correspondentes a Arg®.

Diversos estudos demonstraram que os resultados da RFLP sdo mais
reprodutiveis e menos sujeitos a variacdes metodoldgicas que a técnica de

PCR alelo especifica?°.

Por outro lado, a técnica de sequienciamento direto
do DNA é hoje considerada o padrdo ouro para andlise do polimorfismo do
cédon 72%°. Este método, embora tenha custo mais elevado, permite a
determinacdo exata da sequéncia de nucleotideos contida no fragmento
amplificado pela PCR, que é comparada com as sequéncias de DNA ja

publicadas e disponiveis on-line no GenBank do NCBI*.

Polimorfismo do gene TP53 e cancer

Diversos estudos avaliaram a associacdo do polimorfismo no coédon 72
do gene TP53 com o aumento do risco para desenvolvimento de determinados
tipos de céancer. Apesar de resultados ainda controversos, a maioria dos
estudos indica que a variante Arg determina maior suscetibilidade aos tumores

malignos ligados & infeccdo pelo HP\V/3%333435,



Weston e colaboradores foram os primeiros a avaliar o polimorfismo do
codon 72 e o risco de cancer de pulméo, demonstrando aumento no risco para
a doenca em homozigotos Pro/Pro em comparacdo aos heterozigotos e
homozigotos para Arg®®. Subseqiientemente, outros estudos em pacientes
com cancer de pulmdo demonstraram risco maior dos individuos tabagistas e
homozigotos para Pro, sugerindo que o polimorfismo do cédon 72 possa
modular a resposta individual aos agentes carcinogénicos ambientais®=". Além
disso, a presenca do alelo Pro em pacientes com cancer de pulméo foi
associada a pior prognéstico e ma resposta ao tratamento quimioterapico®.
Outros autores demonstraram que a homozigose para o alelo Pro pode estar
associada a maior risco para o desenvolvimento de canceres de endométrio,

estdbmago e bexiga®*™**,

O alelo Arg, por sua vez, tem sido identificado como fator de risco para
os tumores epiteliais induzidos pelo HPV. O primeiro estudo a demonstrar que
o polimorfismo do gene TP53 poderia estar relacionado a carcinogénese viral
foi realizado por Storey e colaboradores que verificaram maior suscetibilidade
da variante Arg a degradacéo da proteina E6 do HPV?® e detectaram risco sete
vezes maior para o desenvolvimento de carcinoma de colo uterino nas
mulheres homozigotas para o alelo Arg em comparacdo as heterozigotas

(Arg/Pro), achados reproduzidos em estudos posteriores?®:333442,



Em contrapartida, alguns estudos falharam em demonstrar associagao
da homozigose do alelo Arg com o aumento de risco da carcinogénese do colo
uterino associada & infeccdo pelo HPV***°. Da mesma forma, pesquisas que
analisaram tumores na cavidade oral, esofago, pele e pulm&o ndo detectaram
associacao significativa entre a presenca do HPV e a homozigose do alelo Arg

do gene TP53%%°,

Nos ultimos anos, estudos foram publicados avaliando a correlacdo do
polimorfismo do codon 72 e o risco de cancer em pacientes brasileiros. O
primeiro estudo foi conduzido por Makni e colaboradores que concluiram,
apesar de variacdo interlaboratorial, que o genétipo Arg/Arg, aumenta
significativamente a suscetibilidade para a carcinogenése cervical associada a

infeccdo pelo HPV?',

Em contraste, Ferreira da Silva e colaboradores demonstraram que
mulheres com gendtipo Arg/Pro apresentaram risco maior para O
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais escamosas de alto grau e cancer
de cérvix quando comparadas a mulheres com genétipo Pro/Pro®. Outros dois
estudos analisaram o polimorfismo do cédon 72 em pacientes com carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco ndo encontrando diferenca significativa na
distribuicdo genotipica entre casos e controles®?. Granja e colaboradores
demonstraram um maior risco relativo para o cancer de tiredide em individuos
homozigotos para Pro, tanto em relacdo a carcinoma folicular quanto em

relacdo ao carcinoma papilar®.



Até a realizacdo do presente trabalho, ndo € de conhecimento dos
autores a existéncia de estudos analisando o polimorfismo do codon 72 no

cancer de canal anal.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
Determinar a distribuicdo do polimorfismo do cdédon 72 no exon 4 do

gene TP53 em pacientes com carcinoma epidermdide de canal anal.

Objetivos Especificos
Comparar a distribuicdo do polimorfismo do cdédon 72 do gene TP53
entre as amostras de pacientes com carcinoma epiderméide de canal anal e

controles, e estimar o risco para o desenvolvimento do cancer de canal anal.



MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Trata-se de estudo transversal controlado.

Populacéo estudada

Foram incluidos no estudo pacientes com diagndstico de carcinoma
epiderméide de canal anal comprovado por exame anatomopatoldgico
atendidos no Servico de Coloproctologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Foram excluidos os pacientes com histéria de neoplasias
prévias ou sincrénicas. Como controle, foram estudados pacientes adultos sem
histéria prévia ou atual de neoplasia, doadores do Banco de Sangue do
Complexo Hospitalar da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre
(CHSCMPA), étnica e geograficamente pareados com o grupo de pacientes
com céncer de canal anal. Nao foram incluidos os casos de individuos com
histéria prévia de outras neoplasias ou com historia familiar de cancer em
parente de primeiro grau. Os dados demograficos e histopatolégicos dos
pacientes foram obtidos a partir da consulta ambulatorial no Servico de

Coloproctologia do HCPA.



O estudo foi aprovado pelos comités cientificos e de ética em pesquisa
do HCPA e CHSCMPA, e todos os pacientes assinaram o0 termo de

consentimento informado no momento da inclusdo no estudo.

Processamento das amostras para analise molecular

Foram utilizadas amostras de sangue obtidas por puncdo digital e
coletadas no momento da inclusdo dos pacientes no estudo. As amostras dos
controles foram coletadas por ocasido do consentimento em participar do
trabalho e armazenadas em tubos de vacutainer com o0 anticoagulante citrato

de sodio.

O DNA genémico foi extraido dos linfocitos periféricos através do kit de
extracdo Ultra Clean DNA Bloodspin Kit (MoBiolabs, Solana Beach, CA)
conforme normas do fabricante. A analise do polimorfismo do cédon 72 do
gene TP53 foi realizada através de PCR-RFLP, conforme descrito por Ara e
colaboradores?®. Os primers utilizados foram os seguintes: senso 5-—
TTGCCGTCCCAAAGCAATGGATGA-3’ e anti-senso 5-
TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC-3'. Cada reagao de PCR (50 pl) continha
10 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 200mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP), 1 unidade de Platinum®Taq DNA
polymerase (INVITROGEN, Séao Paulo, Brasil), e 100-300 nanogramas de
DNA. A mistura foi pré-incubada por 5 minutos a 94°C. As amostras foram

OTM

amplificadas no termociclador modelo PTC —-10 (MJ Researchs, Watertown,



Massachusetts, USA) utilizando 35 ciclos com os seguintes parametros: 94°C
por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, seguidos de uma
extensao final de 10 minutos a 72°C. Os produtos foram analisados em gel de
agarose 1,5 % e visualizados em luz ultravioleta a partir da incorporagéo de
brometo de etidio. Apos a confirmagdo de um fragmento amplificado de
tamanho esperado (199 pb), 10ul do produto de PCR foi digerido com 6
unidades da enzima de restricdo BstUl (New England Biolabs, ME) a 60°C por
pelo menos 4 horas. Os fragmentos de DNA digeridos foram submetidos a
eletroforese em um gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etidio. Em
individuos homozigotos para Arg foram visualizados dois fragmentos de 113 e
86 pb. Em individuos homozigotos para Pro foi visualizado apenas o fragmento
de 199 pb, j& que ndo ocorre clivagem. Em individuos heterozigotos foram

visualizados 3 fragmentos: 199 (Pro), 113 e 86 pb (Arg) (Figura 2).

Os resultados da PCR-RFLP foram confirmados através de
sequenciamento direto. Foram analisadas 9 amostras escolhidas ao acaso (3
de cada gendtipo) no sequenciador automatico (ABI Prism 310 Genetic
Analyzer, Applied BioSystems, Foster City, CA). As reacOes de
seqguenciamento foram realizadas utilizando o kit BigDye® Terminator V3.1
cycle sequencing reaction kit (Applied BioSystems) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Primers senso foram utilizados em amostras
homozigotas e em amostras heterozigotas foram utilizados primers senso e

anti-senso.



Figura 2. Detec¢do do polimorfismo do codon 72 por PCR-RFLP. M. 50 pb

marcador; coluna 1 Arg/Arg homozigoto (113 bp and 86 bp); colunas 2, 3 e 4

Pro/Arg heterozigoto (199 bp,113 and 86bp); coluna 5 Pro/Pro homozigoto (199

bp).

Analise estatistica

Andlises univariadas foram utilizadas inicialmente para comparar as
variaveis demogréficas e a prevaléncia genotipica de casos e controles. O teste
do qui-quadrado foi aplicado para analisar variaveis categéricas e ANOVA foi
usada para comparar a idade. A associagao entre polimorfismo do gene TP53
e cancer anal foi determinada através do meéetodo de regressao logistica para

estimar a razdo de chances (OR) e intervalo de confiangca de 95%. Um valor de



P menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os dados
foram analisados através do programa Statistical Package for the Social

Sciences for Windows (versédo 12.0.1) (SPSS, Inc, Chigago, IL).



RESULTADOS

Caracteristicas da amostra

A amostra estudada foi constituida de 135 individuos com idade média
(dp) de 50,3 (9,8) anos, maioria do género feminino e predominio de brancos
em relacdo a ndo brancos. O grupo de casos foi constituido por 32 pacientes
com carcinoma epidermodide de canal anal com média de idade de 60,3
(intervalo de 30 a 81) anos, sendo a maioria de mulheres brancas. O grupo
controle foi constituido por 103 pacientes com idade média de 47,7 anos
(intervalo de 40 a 72 anos) e maioria de mulheres brancas. A Tabela 1

apresenta as caracteristicas demograficas dos grupos de casos e controles.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas de pacientes com cancer e controles

Caracteristicas Casos (n%) Controles (n%) P
Sexo
Masculino 7 (22%) 22 (21%) NS*
Feminino 25 (78%) 81 (79%)
Raca
Branca 28 (87%) 96 (93%) NS*
N&o branca 4 (13%) 7 (7%)
Idade
média 60,3 (30-81) 47,7 (40-72) <0,001
Total 32 (100%) 103 (100%) -

*Nao significativo



Polimorfismo do gene TP53

A deteccdo do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 por PCR-RFLP
foi possivel em todos os casos e controles. O alelo Arg foi partido pelo BstUI,
resultando em dois pequenos fragmentos (113 e 86 pb). O alelo Pro néo foi
clivado pelo BstUIl, permanecendo com uma unica banda de 199 pb. Os
heterozigotos continham trés bandas, correspondendo a 199, 113 e 86 pb. Os

resultados do PCR foram confirmados por sequienciamento de DNA.

A distribuicdo dos gendtipos do cdédon 72 em pacientes e controles ndo
se afastou do equilibrio de Hardy-Weinberg. As freqiiéncias genotipicas em
casos e controles estdo apresentadas na Tabela 2, sem associagcdo com risco
de cancer de canal anal observada. A frequéncia relativa de cada alelo foi 0,60
para Arg e 0,40 para Pro em pacientes com cancer de canal anal, e 0,61 para

Arg e 0,39 para Pro em controles normais.

Tabela 2. Distribuicdo do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 em

pacientes com cancer e controles

Total  Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro OR* IC P

Cancer 32 10 (31,2%) 19 (59,4%) 3(9,4%) 1,6 06-49 0,325

Controles 103 31 (30,1%) 62 (60,2%) 10 (9,7%) - - -

*Razéo de chances (ajustado por idade). Arg/Arg vs. Arg/Pro e Pro/Pro.

Considerando a idade significativamente menor dos pacientes do grupo

controle em relacdo aos pacientes com cancer de canal anal, foi analisado e



comparado o polimorfismo do cédon 72 entre os controles saudaveis conforme
a idade a fim de verificar a influéncia da faixa etaria na ocorréncia do
polimorfismo. Nao foram encontradas diferengas significativas na distribuicdo
genotipica entre os 78 controles com menos de 50 anos de idade e os 25

controles com mais de 50 anos de idade (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 em

controles, conforme a idade.

Controles Total Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro P

<50anos 25  6(24,0%)  15(60,0%) 4 (16,0%) -

>50anos 78  25(32,1%) 47 (60,3%) 6 (7,7%) 0,407




DISCUSSAO

A infecgéo por HPV de elevado risco oncogénico tem sido implicada na

patogénese de diferentes neoplasias®®>*>°.

Vérios estudos bioquimicos e
genéticos demonstraram que as proteinas E6 e E7 do HPV cooperativamente
exercem efeito na transformacdo e na imortalidade celular interferindo na
funcdo das proteinas supressoras tumorais celulares®>°. O polimorfismo no
cédon 72 do gene TP53, caracterizado pela codificacdo de dois alelos Arg ou
Pro, teve seu efeito investigado na suscetibilidade a degradacdo mediada pela
proteina E6 do HPV, sendo constatado que individuos homozigotos para Arg
sao sete vezes mais suscetiveis a carcinogénese do colo uterino associada ao
HPV do que os heterozigotos®® e apresentariam aumento de aproximadamente
20% no risco de cancer do colo uterino®. Desde entao, o efeito do polimorfismo

no codon 72 do gene TP53 no cancer de cérvix tem sido estudado por

diferentes autores.

O céncer anal invasivo, como o0 cancer cervical invasivo, tem
precursores bem documentados, conhecidos como NIA de grau 2 ou 3, na
histopatologia, ou lesées intraepiteliais escamosas de alto grau, na citologia®.
Considerando que o cancer de canal anal tem sua causa associada a infecgéo
por HPV de elevado risco oncogénico, os autores avaliaram, pela primeira vez,
o potencial papel do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 como fator de

risco para o desenvolvimento deste tipo de cancer.



Para minimizar vieses e evitar interpretagbes equivocadas dos
resultados, algumas medidas de seguranca foram adotadas. Pacientes e
controles foram etnicamente equiparados em uma populacdo procedente da
mesma regido geografica e todos os resultados da PCR foram confirmados
pelo sequenciamento de DNA. Foram investigadas as frequiéncias dos alelos e
genaotipos no cédon 72 do gene TP53 em 32 pacientes com céancer de canal
anal e 103 controles do Brasil meridional. Ndo foram encontradas diferencas
significativas na frequéncia relativa dos alelos e na distribuicdo dos genotipos
entre pacientes e controles. Estes resultados estdo alinhados com varios
estudos que falharam em demonstrar uma relacdo do polimorfismo do cédon
72 do TP53 com o desenvolvimento de tumores malignos ndo cervicais
associados com HPV, como carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco e

cavidade oral®"®2,

A associacdo entre o polimorfismo no cédon 72 e risco de cancer foi
relatado em diferentes populacées®. Estudos foram conduzidos para avaliar
este polimorfismo como fator de risco para diferentes tipos de carcinomas,
como gastrico®, pulmonar®> e mama®. Até agora, os dados publicados s&o
inconclusivos. Os resultados conflitantes encontrados na literatura podem ser
atribuidos a variagbes nos protocolos entre diferentes laboratorios, ou a
selecdo inadequada de grupos controle®®. Também podem ocorrer devido as
caracteristicas da populacdo analisada, na medida em que ha variacbes
consideraveis na distribuicdo dos genoétipos no cédon 72 em varias populagdes.
Este polimorfismo parece ser mantido pela selecdo natural influenciada por

fatores ambientais, como o grau de exposicdo ao componente UV-B da luz



solar®. O gradiente Arg-Pro Norte-Sul resultante tem sido descrito em
diferentes regides geogréaficas. Estudos populacionais indicaram que o alelo
Arg é mais prevalente em individuos com pele clara e menos prevalente em
individuos com tez mais escura, com evidente e consistente declinio na

prevaléncia do alelo Pro com o aumento da latitude norte?>%,

A populacdo do Brasil meridional, em contraste com populacdes de
outras regibes brasileiras, é composta principalmente por individuos
caucasianos descendente de imigrantes europeus®. Embora a maioria destes
imigrantes tenha vindo de Portugal, Alemanha e Italia®®, a distribuicdo
genotipica encontrada em nossos controles foi notavelmente diferente da

44,66,67

distribuicdo genotipica observada naqueles paises Isto pode ser

parcialmente explicado pelo processo de miscigenagdo entre os diversos

grupos étnicos ocorrido durante a colonizagédo do Brasil®

. Cada populacao
especifica parece ter distribuicAo genotipica propria que pode diferir
marcadamente das freqUéncias polimérficas encontradas em outras

populacées, mesmo quando paises vizinhos sdo comparados.

Entretanto, acreditamos que a auséncia de associacdo entre a
distribuicdo do genotipo no cédon 72 e o risco de cancer anal observada no
presente estudo ndo pode ser explicada como o resultado das caracteristicas
étnicas de nossa populacdo. Em estudo prévio, também realizado em Porto