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Resumo

No Brasil foram estimados 14.160 casos novos de cincer
e cabeca e pescoco para o ano de 2008. O tabagismo e o
etilismo sdo os principais fatores de riscos estabelecidos na
etiologia dessa doenca. Objetivo: Avaliar o polimorfismo T
— A do gene TAX1BP1 (leu306ile) em pacientes com cancer
de cabeca e pescoco e em uma populaciao controle. Casuis-
tica e Métodos: Estudo retrospectivo onde foram avaliados
o sexo, idade, tabagismo e etilismo de 191 pacientes com
cancer de cabeca e pescoco e de 200 individuos sem historia
de neoplasia. A andlise molecular foi realizada ap6s extracio
de DNA gendmico pela técnica de PCR-RFLP. Resultados:
Ha predominincia de pacientes do sexo masculino (84,82%),
tabagistas (91,1%) e etilistas (77,49%). A avaliacio molecular
nao mostrou diferenca estatisticamente significante entre os
dois grupos (p =0,32). A andlise dos parametros clinicos e
polimorfismos mostrou uma associacio com ciancer na cavi-
dade oral (OR:2,38; IC 95%: 1,18-4,78; p = 0,01), os demais
pardmetros nao mostraram associa¢io com o polimorfismo.
Concluszo: Hi evidéncias de associacdo entre o polimor-
fismo do gene TAX1BP1 e cancer de cavidade oral. Para os
demais parametros analisados os resultados nao sugerem uma
associacdo com o polimorfismo do gene TAX1BP1.

Analysis of the TAX1BP1 gene
in head and neck cancer
patients

Palavras-chave: bebidas alcodlicas, genética, neoplasias de
cabeca e pescoco, tabaco.
Keywords: alcohol drinking, genetics, head and neck
neoplasms, tobacco.

Summary

In Brazil, there were 14,160 new estimated cases of head and
neck cancer for the year of 2008. Smoking and drinking are
the main risk factors established in the etiology of this disease.
Aim: to assess the T — A polymorphism in gene TAX1BP1
(leu306ile) in patients with head and neck cancer and a
control population. Series and methods: a retrospective
study in which we assessed the gender, age, smoking and
drinking habits of 191 patients with head and neck cancer and
200 individuals without history of neoplasia. The molecular
analysis was carried out after genomic DNA extraction by
the PCR-RFLP method. Results: there is a predominance of
males (84.82%), smokers (91.1%) and drinkers of alcohol
(77.49%). Molecular assessment did not show statistically
significant differences between the two groups (p =0.32). The
analysis of clinical parameters and polymorphisms showed
association with oral cavity cancer (OR: 2.38; CI 95%: 1.18-
4.78; p = 0.01), the other parameters were not associated
with the polymorphism. Conclusion: There is evidence of
association between TAX1BP1 gene polymorphism and oral
cavity cancer. For the remaining parameters analyzed, the
results do not suggest association with the TAX1BP1 gene
polymorphism.
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INTRODUCAO

Neoplasia maligna de cabeca e pescoco € um termo
que designa as lesdes tumorais localizadas na cavidade
oral (40%), faringe (15%), laringe (25%), e outros locais
como glandulas salivares (20%)"%. O tipo histologico mais
frequente € o carcinoma espinocelular presente em mais
de 90% dos casos >4, Esse tipo de tumor € caracterizado
por uma grande agressividade local, recorréncia. Cerca de
2/3 dos pacientes apresentam a doenga em estagio avan-
cado, comumente envolvendo os linfonodos regionais. As
metastases 2 distAncia ocorrem em 10% dos pacientes®®.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), a incidéncia de cincer em cavidade oral, sitio mais
representativos dentre estes tipos de tumores, para 2008
foram estimados 14.160 novos casos’.

O tabagismo e o etilismo sao os principais fatores
de risco para cancer de cabeca e pescoco. Estudos epi-
demiologicos mostram que cada um desses dois fatores,
separadamente, aumenta o risco de desenvolver uma ne-
oplasia dessa regiao em trés vezes, e quando associados,
o risco sera de quinze vezes®'.

Polimortfismos de nucleotideos tnicos (SNPs) consti-
tuem o tipo de variacao mais comum do genoma humano e
correspondem a polimorfismos do DNA afetando um tnico
nucleotideo, com frequéncia acima de 1% na populacao
humana''*, Um ntumero cada vez maior destas alteracoes
esta sendo associado as bases moleculares de doencas
envolvendo um componente genético, como o cincer, ou
como um fator de risco para doencas adquiridas'.

Diversos polimorfismos genéticos e haplotipos
envolvidos no metabolismo de drogas, transporte e meca-
nismos de acdo tém sido investigados para a otimizacao de
respostas 4o tratamento, como por exemplo os polimor-
fismos C677T e A1298C do gene Metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR)".

Nesse estudo foi avaliado o papel do polimorfismo
de nucleotideo tnico T — A, no desenvolvimento de car-
cinoma de cabeca e pescoco, presente no gene TAX1BP1,
descrito por Brentani et al. em 2003'. Este gene é um
marcador de interesse para o estudo por ser selecionado
em uma biblioteca nao-enviesada (Projeto Genoma Hu-
mano do Cancer), que passou por uma primeira etapa de
validacao.

O gene TAX1BP1 produz uma proteina que estd
vinculada ao virus tipo 1 de células T da Leucemia Humana
(Human T-cell leukemia virus type I binding protein 1) esta
localizado no cromossomo 7p15 e possui um polimorfismo
T — A que resulta na troca do aminoacido Leucina (leu)
por Isoleucina (ile) na posicio 306 da proteinal8. Foi
identificado pela primeira vez como um alvo da proteina
Tax do virus da leucemia de células T humana®. TAX1BP1
interage também com outras moléculas importantes, como
a A20 e TRAFG, que participam de processos de resposta
inflamatoria'®.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar o
polimorfismo T — A que resulta na troca do aminodaci-
do Leucina (leu) por Isoleucina (ile) na posicao 306 da
proteina do gene TAX1BP1 em pacientes com cincer de
cabeca e pescoco e em uma populacao de individuos
sem historia de neoplasia e também avaliar a distribuicao
destes gendtipos de acordo com as caracteristicas clinico-
patologicas do cancer de cabeca e pescoco.

CASUISTICA E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo aprovado pelo comité
de ética da instituicio sob nimero 5566,/2005.

Neste trabalho foram analisados 191 pacientes
com cancer de cabeca e pescoco e 200 individuos sem
histéria de neoplasia. Todas as amostras foram obtidas
apo6s consentimento livre e esclarecido de todos os par-
ticipantes. Foram analisados o perfil sociodemografico
desses pacientes (sexo, idade) e a exposicao a fatores
de risco (tabagismo e etilismo). Informacdes sobre o
tabagismo e etilismo foram limitadas quanto ao uso ou
ndo de tabaco e alcool. Foram considerados tabagistas
individuos que consomem cerca de 100 cigarros durante
toda a vida e etilista aqueles que bebem mais que quatro
drinques por semana?*. Foram incluidos no grupo de
pacientes individuos com diagnostico histopatolégico de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. No grupo
controle foram incluidos individuos de ambulatorios de
outras especialidades médicas, como critério de exclusao
foi investigada a historia familial de cancer, excluindo os
casos de neoplasias. Foi utilizado como tempo de segui-
mento de pacientes e controles 60 meses.

Nos pacientes, foram analisados os sitios primarios
de ocorréncia do tumor e os tumores foram classificados
de acordo com os parametros da Union International Con-
trol Cancer IUCC), 2002 e American Joint Committee for
Cancer (AJCC), 2002, em trés critérios: tamanho do tumor
(D), presenca de linfonodos regionais comprometidos (N)
e presenca de metastase a distancia (M)*2,

O DNA genOmico foi extraido a partir sangue peri-
férico®. Para a avaliacao molecular, foi utilizada a técnica
de PCR-RFLP. Para a identificacao dos alelos polimérficos
foram realizadas reacdes em cadeia da polimerase (PCR)
em um volume total de 20 pl, utilizando-se 50 ng de DNA
genomico, 0,3mM de primer sense (5" - ACCTGGGTCTCC-
TAAATCCT - 3"), 0,3 mM de primer antisense (5’ - AGCC-
TG CCAATCTCTTCTT - 3"), 200mM dNTP, 1X tampao de
reacao, 1,5mM MgCl2, 0,2 unidades de Taq polimerase. A
amplificacio por PCR foi realizada com uma etapa inicial
de desnaturagio por 5 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos
com desnaturaciao a 95°C por 30 segundos, anelamento a
57°C, extensao a 72°C por 30 segundos e etapa de exten-
sao final a 72°C. Os produtos do PCR foram visualizados
em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio.
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Os produtos de amplificacao foram submetidos a
digestio enzimatica com a endonuclease de restricao Apo I
e este produto da digestao foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 2% a 80 V por 4 horas, para observaciao do
padriao de migracao entre os fragmentos de tamanhos. A
presenca do polimorfismo destréi o sitio de restricao, nao
ocorrendo o corte do amplificado de 264 pb. Na auséncia
do polimorfismo, o produto € digerido em dois fragmentos
(um fragmento de 205 pb e outro fragmento de 59 pb).

Para a andlise estatistica, os dados demogrificos
foram tabulados por estatistica descritiva e comparados
pelo Teste Exato de Fisher. Este teste também foi utilizado
para as analises estatisticas da distribuicao genotipica e
alélica dos polimorfismos.

Os modelos de regressao logistica multipla foram
utilizados para determinar o efeito das variaveis analisadas
em cancer de cabeca e pescoco. O modelo incluiu idade
(referéncia: < 52 anos, mediana dos dois grupos), género
(referéncia: feminino), habito tabagista (referéncia: nao
fumantes) e habito etilista (referéncia: nao etilistas).

As caracteristicas clinico-patologicas também foram
analisadas por regressiao logistica multipla. A classifica-
cao T foi dividida em tumores com pequena extensao
(T1,T2) e com grande extensao (T3, T4). A classificacao
N foi dicotomizada em comprometimento de linfonodos
negativo (NO), e positivo (N1, N2, N3). Os estadios foram
divididos em precoce (estadios I, 1) e categoria avancada
da doenca (III e IV).

Os resultados foram apresentados em odds ratio
(OR) e intervalo de confianca de 95% (IC - 95%). O nivel
de significancia foi estabelecido em 5% (p=0,05).

O método de Kaplan-Meier foi aplicado para avaliar
as diferentes taxas de sobrevida e recorréncia da doenca
entre os diferentes gendtipos e o teste Log-Rank para me-
dir estas diferencas entre os genotipos. Para a andlise de
sobrevida foram considerados como ponto final da anilise
(end point) o periodo compreendido entre o diagnéstico
da doenca e o 6bito, e para a andlise da recorréncia, o
end point foi o diagnoéstico de recidiva.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os dados demograficos dos 191
pacientes com cancer de cabeca e pescoco e dos 200
individuos sem historia de neoplasia. A idade média dos
pacientes com cincer de cabeca e pescoco foi de 58 anos,
com desvio padrio de + 9,69. Foi utilizado um grupo con-
trole (individuos sem historia de neoplasia) com a média
de idade de 47 anos, com desvio padrio de + 15,69. A
andlise estatistica para essa varidvel mostrou significancia
entre os grupos (p< 0,0001). A mediana da idade dos
pacientes e dos controles foi de 42 anos.

Em relacio ao género, 84,82% dos pacientes eram
do sexo masculino e 15,18% do sexo feminino. Ja a fre-

Tabela 1. Dados demograficos dos pacientes com cancer de cabe-
ca e pescogo.

Pacientes Controles P
N° de individuos 191 200
Idade (média +=DP) 58,24+9,69 47,55+1569 < 0,0001
Sexo 0,04
Sexo masculino 162 (84,82%) 153 (76,5%)
Sexo feminino 29 (15,18%) 47(23,5%)
Uso de tabaco 174 (91,1%) 102 (51%) < 0,0001
Uso de éalcool 148 (77,49%) 102 (51%) < 0,0001

DP= Desvio Padrao

quéncia encontrada no grupo controle foi de 76,5% eram
do sexo masculino e 23,5% do sexo feminino. A andlise
estatistica mostrou significincia entre esses dois grupos
(p= 0,04).

Em relac2o aos habitos tabagista e etilista, as infor-
macoes foram limitadas quanto ao uso ou nao de tabaco
e alcool. No grupo dos pacientes com cancer de cabeca
e pescoco 91,1% eram fumantes e 77,49% consumiam
alcool. Nos individuos controles 51% eram tabagistas e
51% consumiam dlcool. A andlise estatistica do uso de
tabaco mostrou significincia entre os grupos (p<0,0001),
assim como a do consumo de dlcool (p<0,0001). O sitio
de tumor mais representativo entre os pacientes foi a
cavidade oral (30%).

As frequéncias alélicas para os pacientes com cancer
de cabeca e pescoco foram respectivamente (T=0,87 e
A=0,13) e para os individuos controles (T=0,90 e A=0,10)
nao mostrando diferenca estatisticamente significante en-
tre os grupos (p=0,32). A frequéncia genotipica (Tabela
2) também nao mostrou diferenca entre os grupos (p=
0,3080). As frequéncias genotipicas encontram-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg entre os pacientes (X2 =
1,71; p = 0,19) e entre os individuos controles (X2 = 0,05;
p=0,8D.

Tabela 2. Distribuicao genotipica do polimorfismo T—A do gene
TAX1BP1 (Gendtipos TT: homozigoto selvagem; TA: heterozigoto;
AA: homozigoto polimérfico) nos pacientes com cancer de cabeca e
pescoco e controles.

Genotipos Pacientes n (%)  Controles n (%) p
TT 148 (82,41) 165 (82,41) 0,3080
TA 38 (19,90) 33 (16,58)
AA 5(2,62) 2 (1,01)

Como nio foi possivel realizar o pareamento entre
os dados demogrificos e fator de risco entre pacientes
e controles foi realizado o teste de regressio logistica
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multipla, para avaliacao da potencial interacao entre os
gendtipos estudados e as caracteristicas sociodemograficas
(idade e género) e fatores de risco (tabagismo e etilismo)
(Tabela 3) e nao foram observadas diferencas entre os
grupos para as caracteristicas estudadas.

A andlise entre o polimorfismo e parimetros clinicos
esta apresentada na Tabela 4. Em relacio ao sitio anatd-
mico primario do tumor, a frequéncia do polimorfismo
foi maior no cincer de cavidade oral (OR = 2,38; IC 95%
1,18 - 4,78; p = 0,01). Nao foram encontradas associacoes

em relacao a extensdao tumoral, comprometimento de
linfonodos e o estadiamento tumoral. A andlise para o
critério M da nao foi realizada, pois apenas 1 paciente
apresentava a classificacio M1.

As curvas de Kaplan-Meier estao apresentadas na
Figura 1, e ndo mostraram diferencas estatisticas entre
a presenca do polimorfismo e a taxa de sobrevida (p =
0,4078) e o tempo de recidiva da doenga (p = 0,8827). Para
esta analise foi calculada a presenca de recidiva e 6bito
a partir da primeira consulta (diagndstico da doenga) até

Tabela 3. Distribuicdo dos dados demograficos, fatores de risco, genétipos TAX1BP1 (Genodtipos TT: homozigoto selvagem; TA: heterozigoto;
AA: homozigoto polimérfico) em odds ratio (OR) para o cancer de cabega e pescogo.

Variaveis TT (Pacientes/Controles) OR (IC 95%)* TA e AA (Pacientes/Controles) OR (IC 95% Cl) p
Género
Feminino 22/37 1,00 (ref) 07/10 0,95 (0,27-3,32) 0,94
Masculino 126/130 1,00 (ref) 36/23 1,37 (0,68-2,75) 0,37
Idade**
<52 38/115 1,00 (ref) 14/25 1,08 (0,46- 2,51) 0,86
> 52 110/52 1,00 (ref) 29/08 1,30 (0,53- 3,16) 0,52
Consumo de cigarro
Nao 14/87 1,00 (ref) 03/11 2,57 (0,52-12,83) 0,25
Sim 134/80 1,00 (ref) 40/22 1,19 (0,63-2,24) 0,59
Consumo de éalcool
Nao 31/87 1,00 (ref) 11/11 2,23 (0,67 - 7,43) 0,19
Sim 32/80 1,00 (ref) 117/22 1,02 (0,51 -2,03) 0,96

*Ajustado para idade, género, consumo de cigarro e alcool; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianga

** Calculo da mediana da idade dos dois grupos

Tabela 4. Caracteristicas clinico-patoldgicas e polimorfismo TAX1BP1 (Genétipos TT: homozigoto selvagem; TA: heterozigoto; AA: homozigo-

to polimorfico)

Variaveis Genotipo TT OR (IC 95%) Genotipos TA e AA OR (IC 95%)* p
Sitios de Tumor**

Cavidade oral 48 1,00 (ref) 23 2,38 (1,18 - 4,78) 0,01
Faringe 48 1,00 (ref) 08 0,49 (0,21 -1,15) 0,10
Laringe 48 1,00 (ref) 11 0,70 (0,32 -1,52) 0,36

Extensao do tumor***
T1/T2 46 1,00 (ref) 14 1,12 (0,53 - 2,38) 0,77
T3/T4 89 1,00 (ref) 25 1,09 (0,52 - 2,31) 0,81
Comprometimento dos linfonodos***
Nao 74 1,00 (ref) 24 1,00 (ref)
Sim 67 1,00 (ref) 15 0,67 (0,32 - 1,40) 0,28
Estadios ***
I/ 34 1,00 (ref) 11 1,00 (ref)
/v 94 1,00 (ref) 26 0,82 (0,36- 1,87) 0,65

*Ajustado para idade, género e consume de cigarro e alcool.
** Excluidos os sitios anatémicos primarios ndo conhecidos

*** Andlise realizada para pacientes com dados patolégicos completos
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Figura 1. Curvas de Kaplan-Meier para tempo de 6bito (A) e tempo
de recidiva da doenga (B). O grupo 0 representa o gendtipo TT e o
grupo 1 os gendtipos TA e AA.

a data da consulta ao prontuario médico. Em relacdo a
recidiva 32,63 % dos pacientes apresentaram recorréncia
da doenca, com uma média de 27 meses, e apenas 02
pacientes (2,11%) foram a 6bito no periodo das anilises.

DISCUSSAO

Esse estudo mostrou-se compativel com os dados da
literatura em relacao a epidemiologia do cancer de cabeca
e pescoco, a qual é mais frequente em homens, a partir
da quinta década de vida, tabagistas, etilistas. Evidéncias
epidemiologicas mostram que a incidéncia do cancer de
cabeca e pescoco aumenta com a idade??.

Esta doenca ¢ relativamente rara em mulheres e par-
ticularmente, em paises em desenvolvimento os individuos
do sexo masculino sio mais afetados que os do sexo fe-
minino’?. Embora essa neoplasia atinja preferencialmente
os pacientes do sexo masculino, nos Gltimos anos houve
um aumento notdvel na incidéncia entre mulheres, que
deve refletir a mudanca nos habitos tabagistas e etilistas”!°.

Em relacao aos fatores de risco, o tabagismo e o
consumo de dlcool, segundo a literatura sao os principais
fatores envolvidos na carcinogénese da neoplasia de ca-

beca e pescoco®? e esse estudo mostrou essa associacio.

As frequéncias genotipicas encontram-se em equi-
librio de Hardy-Weinberg.

Os resultados nao mostraram diferenca significativa
entre os grupos estudados e o polimorfismo do gene TA-
X1BP1, embora haja estudos correlacionando a presenca
desse gene e o surgimento de neoplasias, principalmente
leucemias'®”. H4 também estudos de expressao génica
mostrando expressio aumentada do gene TAXIBP1 em
cincer de ovario # e artrite reumatoide®. Sabe-se que
a proteina interage com A20 (atividade antiapoptdtica).
Esta proteina leva a ativacao do complexo NF-KB o que
acentua a proliferacio, protecio a morte celular e even-
tualmente a transformacido, mas esses mecanismos sao
pouco compreendidos®.

NZo hd na literatura a descricio das frequéncias
desses polimorfismos e os respectivos efeitos no cancer
de cabeca e pescoco, e nao ha trabalhos brasileiros sobre
este assunto, o que reforca a importancia deste estudo.

A frequéncia do alelo polimérfico foi maior no
cancer de cavidade oral e pode ser explicada devido as
diferencas histologicas peculiares as diferentes regides
anatdmicas. Outros trabalhos sugerem que o comporta-
mento bioldgico deste tipo de tumor ¢€ diferente em varias
localizacoes anatomicas?.

Diversos estudos analisam a associacao das carac-
teristicas clinico-patolégicas de pacientes com cancer de
cabeca e pescoco e polimorfismos. Quanto a agressividade
tumoral, neste estudo ndo foi demonstrada associacao
deste polimorfismo com a extensiao (categoria T) e com o
estadiamento do tumor nas trés grandes regides de cabeca
e pescoco (cavidade oral, faringe e laringe) analisadas. O
trabalho de Teng et al. em 2009%, analisou a relacio entre
polimorfismos dos genes SDF-1-30A e CXCR4 e mostrou
a relacio deste ultimo polimorfismos com tumores de
estadios avancado (III e IV) em cavidade oral. Polimorfis-
mos dos genes CYP1E1*5B e GSTM1 nulo também foram
associados a estadios avancados da doencga®.

A identificacao de associacao desses polimorfismos
com o desenvolvimento de carcinoma de cabeca e pes-
coco, bem como de sua relacdo com resposta a carcind-
genos podera auxiliar no entendimento dos mecanismos
envolvidos no processo neopldsico e na elaboracio de
estratégias de prevencao para esta doenca.

CONCLUSAO

Ha evidéncias de associacao entre o polimorfismo
do gene TAX1BP1 e cancer de cavidade oral. Nao ha di-
ferencas na distribuicao do polimorfismo entre pacientes
com cancer de cabeca e pescoco e individuos sem historia
de neoplasia. Também nio ha diferencas na distribuicao
dos gendtipos entre os diferentes tamanhos de tumores,
comprometimento de linfonodos, estadiamento, ocorréncia
de recidiva e obito.
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