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Abstract

PSS tumoral suppressor gene harbors a functional polymorphism which codes either arginine
rg) or proline (Pro) in the protein p53 of codon 72. Such polymorphism has been associated
with the development or prognosis of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Aim: we
assessed codon 72 p53 allelic frequencies and genotypes in HNSCC Iranian patients. Study design:
Case Study. Materials and Methods: a total of 132 HNSCC patients and 123 healthy controls were
genotyped. DNA source was from mononuclear cells of the peripheral blood. DNA amplification
was done by means of the allele-specific polymerase chain reaction. Results: genotypes and allele
distribution were not significantly different between patients and controls. Moreover, no statistically
significant association was found between the 72 and p53 codon tumor location, gender or age at
the time of diagnosis. However, the Pro/Pro genotype was significantly increase in stage IV patients
(30.8%) when compared to stages I-III of the disease (11.1%) (p=0.03), and a significantly higher
percentage of patients with the Pro allele had and a risk increase in stage IV disease (OR=2.2, 95%
CI=1.2-4.2, p=0.01). Conclusion: data revealed that the p53 polymorphism do not impact the risk
of HNSCC in Iranians, nonetheless, it can affect tumor progression to a higher tumor stage.

Resumo

O gene supressor tumoral p53 abriga um polimorfismo funcional que codifica ou arginina (Arg)
ou prolina (Pro) no cédon 72 da proteina p53. Este polimorfismo tem sido considerado associado
com o desenvolvimento e progndstico do carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP).
Objetivo: Foram avaliados gendtipo e frequiéncias alélicas do cédon 72 do p53 em pacientes irania-
nos com CECP. Tipo de Estudo: Estudo de Caso. Materiais e Métodos: Um total de 132 pacientes
com CECP e 123 controles saudaveis foram genotipados. A fonte de DNA foi composta de células
mononucleares do sangue periférico. A amplificacio do DNA foi realizada através da reacao em
cadeia da polimerase especifica para alelos. Resultados: A distribuicao dos alelos e gendtipos nao
foi significativamente diferente entre os pacientes e controles. Além disso, nenhuma associacao es-
tatisticamente significativa foi encontrada entre o polimorfismo do cédon 72 do p53 e localizacio,
sexo ou idade no momento do diagnéstico. No entanto, o gendtipo Pro/Pro estava significativamente
aumentado em pacientes no estagio IV (30,8%) quando comparado ao estagio I-III da doenca (11,1%)
(p=0,03), e um numero significativamente maior de doentes com o alelo Pro teve um aumento no
risco de desenvolver doenca no estigio IV (OR=2,2, IC= 95% =1.2-4.2, p=0,01). Conclusdo: Os
dados revelaram que o polimorfismo do p53 nao afeta o risco de CECP em iranianos; porém, pode
afetar a progressao para um estiagio superior tumor.
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INTRODUCAO

Carcinomas de cabeca e pescoco representam um
grupo de tumores malignos origindrios do trato aerodiges-
tivo superior, incluindo a cavidade oral, faringe e laringe.
Mais de 90% dos carcinomas de cabeca e pescoco sao
carcinomas espinocelulares e originam dos tecidos epite-
liais dessas regioes'.

A incidéncia de carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoco (CECP) exibe ampla variagio geografica, com
500.000 novos casos em todo o mundo, sendo mais fre-
qliiente em paises em desenvolvimento. O tabagismo e a
ingestao de bebida alcodlica sao reconhecidos como os
mais comuns carcinégenos para CECP. Entretanto, fatores
ambientais podem ser amplamente influenciados pela
carga genética do paciente'?.

O gene supressor tumoral p53 ¢ um fator de trans-
cricio de ligacio especifico de uma seqiéncia de DNA
que age como principal controle celular de crescimento
e divisao. Células normais expressam baixa concentracao
dessa proteina nuclear em forma inativa; entretanto, em
resposta a uma ampla variedade de estresse celular, tais
como danos ao DNA, hipoxia ou deplecao de grupos de
ribonucloesideos-trisfosfato o p53 € ativado e expressado
em excesso. Apos ativacio, o p53 media ou 1) interrup¢ao
do ciclo celular para permitir o reparo do DNA, ou 2)
apoptose para remover células com danos irreparaveis3.

O Gene p53, localizado na banda cromossOmica
17p13.1, € susceptivel 2 mutacio somadtica que estima-
se ocorrer em 50% de todos os canceres em humanos®.
A maioria dessas mutacoes causa dramaticos defeitos
funcionais no p53. Contrastando a isso, espera-se que
apenas uma pequena fracao de polimorfismos heredita-
rios causem distirbios detectaveis a funcao do p533,%. O
polimorfismo no exon 4 do Codon 72 € o polimorfismo
de p53 mais comumente estudado, € aquele que codifica
ou arginina (Arg) ou prolina (Pro). Especula-se que essas
variagoes alteram a estrutura e a funcao da proteina p53.
Por exemplo, o alelo Pro induz apoptose com cinética mais
lenta e reprime transformac¢oes menos eficientes quando
comparado ao alelo Arg °.

Tentativas de definir as associacoes do polimorfismo
do cédon 72 do p53 com a susceptibilidade ou progres-
sao do cancer tém levado a resultados inconsistentes em
diferentes etnias e diferentes tipos de cancer, incluindo
CECP®!!. Ja que nao ha dados para pacientes iranianos com
CECP, investigamos a associacao entre a susceptibilidade
CECP e o polimorfismo no codon 72 do p53 em um estudo
caso-controle. Além disso, avaliamos a associacio entre
esse polimorfismo e género, localizacao do tumor, idade
e estdgio da doenca quando do diagnéstico.

PACIENTES E METODOS

Pacientes

Todos os participantes foram informados que
amostras de sangue seriam usadas para genotipagem, e
consentiram em participar do estudo. O Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Shiraz
aprovou esse estudo. A Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade de Shiraz ¢ uma instituicio terciaria finan-
ceiramente mantida pelo Ministério da Saude e Educacio
Médica do Iran.

Recrutamos um total de 132 pacientes com CECP (97
homens e 35 mulheres; idade média de 56,6+14,1 anos)
no Hospital Universitirio (Hospital Khalili) da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade de Shiraz, Iran. O
diagnostico de CEC foi confirmado para todos os pacien-
tes pela histopatologia. Obtivemos as caracteristicas dos
pacientes, incluindo género, localizacao tumoral, idade ao
diagnostico, metastases e estadiamento clinico TNM a partir
de seus registros médicos. O tumor estava localizado na
cavidade oral em 52 casos (39,4%), na faringe em 15 casos
(11,4%) e na laringe em 65 casos (49,2%). A idade média
de inicio da doenca foi 55,9+13,1 anos, variando entre 19
e 83 anos. O estagio da doenca foi determinado de acordo
com a classificacao TNM. O grupo-controle envolveu 123
voluntarios saudaveis (93 homens e 30 mulheres; idade
média 58,7+12,4 anos), que residiam na mesma regiio dos
pacientes. Os individuos do grupo controle nio tinham
qualquer tipo de cancer ou parente de primeiro grau com
histéria de cancer. Todos os participantes falavam persa
como lingua nativa.

Preparacao do DNA e Reacao em Cadeia da Polimerase

Amostras sanguineas foram coletadas em tubos
contendo EDTA e o DNA gendmico foi extraido de leu-
cocitos através do método de salting out'. Brevemente,
as células sanguineas foram primeiro tratadas com uma
solucdo de lise de hemaceas (155 mM NH4CL e 10 mM
NaHCO3) e separadas dos leucocitos por centrifugacao.
Posteriormente, os leucdcitos foram lisados em uma solu-
¢ao tampao de lise nuclear (10 mM Tris-HCI, 400 mM NacCl
e 2 mM Na2EDTA, pH 8,2). O lisado celular foi digerido a
noite a 37°C por 10% SDS e uma soluciao de proteinase K
(1 mg proteinase K em 1% SDS e 2 mM Na2EDTA). NaCl
saturado (aproximadamente 6M) foi entao acrescentado
aos tubos que foram agitados vigorosamente, seguido de
centrifugacao. A proteina precipitada foi deixada, e o so-
brenadante contendo o DNA foi transferido para outro tubo
e misturado a etanol. Esses tubos foram invertidos varias
vezes até o DNA precipitar. As fitas de DNA precipitado
foram transferidas para uma micro-centrifuga de 1,5 ml
contendo tampao TE (10 mM Tris-HCI, 0,2 mM Na2EDTA,
pH 7,5). O DNA ficou 2 horas dissolvendo a 37°C antes
da quantificacao.

Amplificamos o DNA através do método de reacio
em cadeia da polimerase alelo-especifico, como previa-
mente descrito®. Usamos dois conjuntos de primers para
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detectar os alelos Pro e Arg. As seqliéncias de nucleotideos
para os primers especificos para p53-Arg foram 5’- TCC
CCC TTG CCG TCC CAA-3’ (primer dianteiro) e 5-CTG
GTG CAG GGG CCA CGC-3 (primer reverso). As se-
quiéncias de primers para amplificacio do alelo Pro foram
5-GCC AGA GGT TGC TCC CCC-3’ (primer dianteiro), e
5’-CGT GCA AGT CAC AGA CTT-3’ (primer reverso).

Cada amostra foi amplificada por cada conjunto de
primers em tubos separados contendo 0,3 mmol/L dNTPs,
1,5 mmol/L MgCl2, 2 U Taq polimerase, e 1x tampao (20
mmol/L Tris-HCl, pH 8,4, e 50 mmol/L KCD (volume total
de 25 pL). A amplificacdo foi feita em 35 ciclos, através
de um programa de touch-down: desnaturacio a 94°C
durante 30 segundos, recozimento a 68-62°C por 10 ciclos
€ 62-58°C para os 25 ciclos remanescentes, com extensao
a 72°C por 30 segundos em cada ciclo. Os produtos da
PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 2% (invitrogen, UK) e corados com brometo de etidio.
O produto da PCR foi 177 bp para o alelo Pro e 141 bp
para o alelo Arg.

Andlise estatistica

As freqiiéncias genotipicas foram testadas para o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Adaptacio ao equilibrio
foi verificada através do teste qui-quadrado. Os dados
foram analisados através do software SPSS (versio 11.5.0;
SPSS, Chicago, IL, EUA). As diferencas na idade média
dos pacientes com diferentes gendtipos no coédon 72 do
p53 foram calculadas através da andlise de variancia de
uma via (ANOVA). Outras analises foram feitas através do
teste de qui-quadrado. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas a um valor de P menor do
que 0,05. O odds ratio (OR) e o intervalo de confianca (IC)
de 95% foram calculados através do método de Mantel-
Haenszel para estimar o risco relativo associado aos alelos.

RESULTADOS

As freqiiéncias de gendtipos nao diferiram significa-
tivamente daquelas esperadas, de acordo com o equilibrio
de Hardy-Weinberg em pacientes ou individuos do grupo
controle. As freqiiéncias dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro,
e Pro/Pro foram: 37,1%, 47,7%, e 15,2% em pacientes
com CECP; e 35,8%, 51,2%, e 13,0% em controles, res-
pectivamente (Tabela 1). A frequiéncia do alelo Arg foi de
61,0%, e 61,4% em pacientes e controles, respectivamente.
A freqiiéncia do alelo Pro foi de 39,0% em pacientes e
38,6% em controles. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa na freqiiéncia genotipica entre o grupo de
pacientes e o grupo controle (p=0,82). As freqiiéncias de
alelos nao foram significativamente diferentes entre os
dois grupos (p=0,92).

As associacoes entre gendtipos do codon 72 do
p53 e género, idade ao diagndstico, localizacao do tumor,
metastases € estadiamento clinico TNM estio resumidos

na Tabela 2. A Gnica associa¢ao significativa com a distri-
buicao de diferentes gendtipos foi encontrada para esta-
diamento tumoral (p=0,03). O gendtipo Pro/Pro foi mais
frequentemente encontrado em pacientes no estigio IV
do que naqueles com doenca no estagio (I-1ID (p=0,032).
Apesar da freqiéncia desse gendtipo estar aumentada

Tabela 1. FreqUéncias alélicas e gendtipo do polimorfismo no cé-
don 72 do p53 em 132 pacientes com carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco e 123 controles saudaveis.

Pacientes Controles
n (%) n (%)
Alelos
Arginina 161 (61.0) 151 (61.4)
Prolina 103 (39.0) 95 (38.6)
Genotipos
Arginina/Arginina 49 (37.1) 44 (35.8)
Arginina/Prolina 63 (47.7) 63 (51.2)
Prolina/Prolina 20 (15.2) 16 (13.0)

Nao encontramos diferenca estatisticamente significativa entre pacien-
tes e controles em qualquer uma das comparacoes, calculados a partir
dos testes qui-quadrados em tabelas 2 x 3ou 2 x 2.

Tabela 2. Associagao entre as caracteristicas clinico-patolégicas de
132 pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e
gendtipos de polimorfismo do cédon 72 do gene p53

. Gendtipos
Caracteristicas Valor p?

Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro

Idade media 57,4125 55147 546298 0,63

+DP (anos)

Género, n (%) 0,98

Homens 36 (37,1) 46 (47,4) 15 (15,5)

Mulheres 13(37,1) 17 (48,6) 5 (14,3)

Localizacao 0,27

tumoral

Cavidade oral 16 (30,8) 30 (57,7) 6 (11,5)

Faringe 4 (26,7) 8 (53,3) 3 (20,0)

Laringe 29 (44,6) 25(38,5) 11(16,9)

Metastases® 0,07

Negativo 37(38,9) 46(48,5) 12(12,6)

Positivo 3 (30,0) 3 (30,0) 4 (40,0)

Estagio 0,03

tumoral®

-1l 35(43,2) 37(457) 9(11,1)

\Y 6 (23,1) 12 (46,1)  8(30,8)

a0 valor p das diferencas em média de idade foi calculado pelo ANOVA;
outros valores p foram calculados através do teste do qui-quadrado.
A soma nao é igual a 100% por cause de alguns poucos valores
faltosos.
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em pacientes com metdstases, o aumento nao alcancou
significado estatistico (p=0,07).

Como mostrado na Tabela 3, as freqiéncias dos
alelos Pro e Arg foram 28 (53,8%) e 24 (46,2) nos pacien-
tes do estagio IV, e 55 (34,0%) e 107 (66,9) em pacientes
com doenga no estiagio I-III; essa diferenca foi também
significativa (p=0,01), e portadores do alelo Pro tiveram
risco 2,2 vezes maior de serem diagnosticados com estagio
IV (95% IC = 1,2-4,2).

Tabela 3. Frequéncia alélica do polimorfismo do cédon 72 do gene
p53 em relagéo ao estagio tumoral

Alelo  Estagio I-lll  Estagio IV Valor de p OR (95% Cl)a
Arg 107 (66.0) 24 (46.2) 0.01 22(1.2-4.2)
Pro 55 (34.0) 28 (53.8)

20dds ratio com intervalo de confianca de 95% calculado através do
método Mantel-Haenszel.

DISCUSSAO

O gene supressor tumoral p53 participa do repa-
ro do DNA, do ciclo celular, da transcricao génica e da
apoptose*!; assim, ele representa um importante fator na
tentativa de explicar a susceptibilidade ao CECP e variacoes
inter-individuais no tocante a prognostico. O polimorfismo
no codon 72 Arg/Pro do p53 € um polimortfismo funcional
cuja distribuicao genotipica € significativamente diferente
entre diferentes grupos étnicos. Ja foi demonstrado que a
freqiiéncia do alelo Pro varia de 17% em Saamis Suecos
a 63% em Negros Africanos (Nigerianos), e a propor¢ao
dos portadores do alelo Arg é mais alta em populacoes
que vivem mais longe do equador da Terra'. A associacao
desse polimorfismo com cancer, incluindo o CECP em di-
ferentes etnias € ainda muito controversa®!!. Por exemplo,
o polimorfismo do cédon 72 do gene p53 esteve signifi-
cativamente associado ao CECP em populacdes Italianas®,
mas nao em populacdes Indianas’. A alta variabilidade
do polimorfismo Arg/Pro do cédon 72 do p53 entre po-
pulacdes tem sido mencionado para explicar diferencas
observadas no codon 72 em pessoas com cancer de dife-
rentes etnias’. Parece que a correlacao entre o codon 72
e o cancer deveria ser determinada em cada populacio.

Comparamos as freqiiéncias genotipicas e alélicas
do polimortismo Arg/Pro do coédon 72 do p53 em pacientes
com CECP e individuos saudaveis em uma populaciao do
Ira meridional. Pelo nosso conhecimento, essa € a primeira
tentativa de identificar associacdes entre esse polimortis-
mo e caracteristicas clinicas e prognosticas na populacao
iraniana. Nao encontramos diferencas significativas em
gendtipo ou freqiiéncia alélica entre os pacientes e 0s
controles saudaveis. Entretanto, o genotipo Pro/Pro e o
alelo Pro, associados a cinética mais lenta da apoptose
e supressdo menos eficiente da transformacio do que o

alelo Arg5, estavam significativamente aumentados em
pacientes com doenca mais avancada. Segundo nossos
resultados, poder-se-ia argumentar que o efeito do alelo
Pro pode ser mais pronunciado na progressio do cancer
do que na formacio deste. Apesar dos alelos Pro e Arg
terem algumas diferencas em suas capacidades de induzir
apoptose e supressao de transformacio, eles nao diferem
em atividades de ligacio especifica de seqiéncia de DNAS.
Curiosamente, mutagdes no p53 encontradas em 50-55% de
todos os canceres em humanos com importante papel na
formacio do cincer selecionam fortemente para proteinas
P53 com defeitos para se ligar ao DNA3. Concordando com
nossos resultados, Tu et al. em uma populacao tailandesa
nao encontraram associacao entre polimorfismo no cédon
72 do p53 e susceptibilidade ao carcinoma espinocelular
oral, mas descobriu que o polimorfismo no cédon 72 do
P53 estava associado ao estagio da doenga, e a sobrevida
geral e livre de doenca de pacientes irradiados'.

Em nossa populacio estudada, a distribuicao do
polimorfismo no codon 72 do p53 nao diferiu significativa-
mente entre os pacientes segundo género, idade ao diag-
noéstico ou localizacio tumoral. As relatadas associacoes
de caracteristicas do CECP com esse polimorfismo também
variam largamente na literatura'®". Por exemplo, enquanto
o alelo Pro esteve associado 2 idade precoce de inicio do
CECP em pacientes caucasianos nao-hispanicos'', nenhu-
ma associacao foi encontrada entre esse polimorfismo e a
idade de inicio da doenca em pacientes tailandeses'. A via
do p53 € composta de muitos genes e uma ampla varieda-
de de sinais de estresse celular que ativam o p53 podem
resultar na transcriciao de distintos genes®. Diferencas em
genes P53 que interagem, e também diferencas em sinais
de estresse entre varias populacdes podem representar
outras explicacoes para os diferentes resultados.

CONCLUSAO

Em conclusio, detectamos uma significativa asso-
ciacao positiva entre o alelo Pro do cédon 72 do p53 e
o estagio tumoral, um importante fator prognostico para
CECP. Entretanto, n2o encontramos associa¢ao significativa
entre esse polimorfismo e o risco de desenvolvimento de
CECP em pacientes iranianos. Precisamos de mais dados de
um numero maior de pacientes para determinar a possivel
associacio entre o polimorfismo Arg/Pro no cédon 72 do
p53 e o risco de CECP.
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