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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
Alegre, foram estudadas pacientes com cancer de mama e controles sem
neoplasia, todas provenientes do sul do Brasil. Foi detectada significativa

associagao do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 com risco de cancer de



mama®. Foram analisadas amostras de sangue coletadas de 118 mulheres
com carcinoma primario de mama e de 202 mulheres doadoras de sangue
(controles) através de PCR e sequenciamento de DNA. O gendtipo Arg/Arg
esteve significativamente associado com aumento no risco de cancer de mama
(OR 2,9; 1C95% 1,43-3,6; P<0,002) e a frequéncia relativa de cada alelo foi de
0,75 para Arg e 0,25 para Pro em pacientes com cancer, e de 0,62 para Arg e
0,38 para Pro em controles (P<0,001). No presente estudo, a freqténcia
relativa de cada alelo observada no grupo de controles, de 0,61 para Arg e 0,39
para Pro, foi muito similar & observacdo prévia em controles derivados da

mesma populacao.

Algumas evidéncias sugerem que as Vvariantes Arg e Pro do
polimorfismo outorgam propriedades diversas a proteina p53. O alelo Pro foi
considerado menos eficiente na supressao da transformacao celular e inducao

da apoptose®°

e menos sensivel a degradacdo por proteinas virais
oncogénicas do que o alelo Arg®. Nesse contexto, seria esperado que a
presenca do gendtipo Arg/Arg favorecesse o desenvolvimento do cancer de

canal anal, o qual tem associacdo documentada com infeccdo por tipos

oncogénicos de HPV.

O presente estudo representa o primeiro trabalho publicado sobre a
associacdo do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 com o carcinoma
epidermdide de canal anal. A auséncia de associacdo do polimorfismo com
maior risco para cancer de canal anal sugere que existam diferencas

moleculares e genéticas entre as duas neoplasias, apesar de haver uma



semelhanca entre os carcinomas de colo uterino e anal, uma vez que ambos

tém associacdo com HPV e lesBes histopatoldgicas precursoras.



CONCLUSAO

N&do ha diferencas significativas na distribuicdo dos alelos e na
distribuicdo genotipica do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 entre
pacientes com cancer de canal anal invasivo e controles. Os resultados deste
estudo ndo dao suporte a hipotese de que o polimorfismo no codon 72 do gene
TP53 esteja associado com uma maior suscetibilidade para o desenvolvimento

de cancer do canal anal.

O papel da predisposicédo genética a infeccao pelo HPV, especialmente
pelos subtipos de alto potencial oncogénico, e sua importancia na patogénese

do cancer anal requer investigacao futura.
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Abstract

AIM: To investigate the potential role of p53 codon- 72
polymorphism as a risk factor for development of anal
cancer.

METHODS: Thirty-two patients with invasive anal carci-
noma and 103 healthy blood donors were included in the
study. p53 codon 72 polymorphism was analyzed in blood
samples through polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism and DNA sequencing.

RESULTS: The relative frequency of each allele was 0.60
for Arg and 0.40 for Pro in patients with anal cancer,
and 0.61 for Arg and 0.39 for Pro in normal controls.
No significant differences in distribution of the codon 72
genotypes between patients and controls were found.

CONCLUSION: These results do not support a role for
the p53 codon 72 polymorphism in anal carcinogenesis.

© 2009 The WIG Press and Baishideng. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Squamous cell carcinoma (SCC) of the anus is a relatively
uncommon malignancy, affecting apﬁlroximately 4600
patients per year in the United States". Globally, annual
incidence rates of invasive anal cancer range from 0.1 to 2.8
cases per 100000 among men and 0.0-2.2 cases per 100000
among women®, In particulat, anal cancer rates among men
who have sex with men are notably higherm. Invasive anal
cancer, like invasive cervical cancer, has been causally linked
to high-risk human papillomavirus (HPV) infection™.
According to a recent review, HPV is detected in 71% of
invasive anal cancers, with approximately 72% of the HPV-
positive cases being associated with HPV 16 and/or 18
infection”. "This estimate of HPV 16 and 18 prevalence is
similar to that found in invasive cervical cancerg.

Although many risk factors for the development of
anal cancer have been identified, such as the practice of
receptive anal intercourse and immunodeficiency, the
molecular mechanisms related to anal carcinogenesis
remain unclear. Mutations in the p53 gene are the most
common genetic alterations in human cancer and they
can be found in up to 80% of anal carcinomas'. In
addition to gene mutations, some polymorphisms in
the p53 gene have been suggested to play a role in
different malignancies”"". Recent studies have focused
on a common single-base-pair polymorphism at codon
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72, which results in a Pro (CCC) ot Arg (CGC) residue
at this position. The two polymorphic variants have
been shown to have not only structural differences,
as reflected by distinct electrophoresis patterns of
migration, but also different biological properties’*'?.
The Arg variant has been demonstrated to be more
susceptible to degradation by the HPV E6 protein than
the Pro variant, with individuals who are homozygous
for Arg having a higher risk of being affected by HPV-
associated malignant tumors™,

In this article, we present the results of what is
believed to be the first study to investigate the potential
association of p53 codon 72 polymorphism with invasive
carcinoma of the anal canal.

MATERIALS AND METHODS

Cases and controls

Thirty-two patients with histologically confirmed
primary SCC of the anal canal (mean age 60.3 years,
range 30-81 years) were enrolled prospectively in the
study. As a non-malignant control group, we studied
103 consecutive healthy blood donors with no previous
history of cancer (mean age 47.7 years, range 40-72 years).
Demographic characteristics of cases and controls
are shown in Table 1. After pretreatment assessment,
including a complete medical history and physical
examination, colonoscopic examination, computed
tomography of the abdomen and pelvis, and chest
radiography, the patient’s AJCC (American Joint
Committee on Cancer) tumor stage was determined"?.
The distribution was as follows: 6.2% stage I (# = 2),
53.1% stage Il (» = 17), 34.3% stage Il (» = 11) and 6.2%
stage IV (# = 2).

The study was approved by the Ethics and Scientific
Committee of the Santa Casa Hospital Complex and
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Informed consent
was obtained from all patients and controls before being
enrolled in the study.

DNA extraction and genotyping

P53 codon 72 polymorphism was studied in blood
samples collected by venous puncture. Genomic DNA
was extracted from petipheral lymphocytes using Ultra
Clean DNA Bloodstain Kit (MoBiolabs, Solana Beach,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Polymerase chain reaction-restrictdon fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) analysis of codon 72,
modified from the technique desctibed by Ara ef o™,
was used to identify p53 genotypes. The forward primer
used was 5"TTGCCGTCCCAAAGCAATGGATGA-3',
and the reverse primer was 5~“TCTGGGAAGGGACA
GAAGATGAC-3'. Each PCR reaction mixture (50 mL)
contained 10 pmol each primet, 1.5 mmol/L MgCl,
200 mmol/L each dN'TP, 1 U Platinum®Tzg DNA
polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), and 100-300
ng genomic DNA. Reacton mixtures were preincubated
for 5 min at 94°C. PCR conditions were 94°C for 1 min
and 55°C for 1 min, followed by 72°C for 1 min for
35 cycles. The final extension was at 72°C for 10 min.

Charac isti Cases Controls P
Gender
Male 7(22) 22 (21) Ns
Female 25 (78) 81 (79)
Race
‘White . 28 (87) 96 (93) NS
Non-white 4(13) 7(7)
Age (yr); mean (range) 60.3 (30-81) 47.7 (40-72)  <0.001
Total 32 (100) 103 (100)

NS: Not significant.

After confirmation of an amplified fragment of the
expected size (199 bp) on an agarose gel, 10 pL. PCR
product was digested with 6 U restriction enzyme BsAUI
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) at 60°C
for at least 4 h. DNA fragments were electrophoresed
through a 2.5% agarose gel and stained with ethidium
bromide. RFLP results were confirmed by sequencing
the PCR fragments from nine randomly selected
samples (three of each genotype) using an automated
sequencing system (ABI Prism 310 Genetic Analyzer;
Applied BioSystems, Foster City, CA, USA). Sequencing
reactions were performed using the BigDye® Terminator
V3.1 cycle sequencing reaction kit (Applied BioSystems)
according to the manufacturer’s instructions. Forward
and reverse primers were utilized as sequencing primers.

Statistical analysis

Univariate statistics were used first to compare cases and
controls for demographic variables and genotype preva-
lence. The % test was used to analyze categorical vari-
ables and ANOVA was used to compare the continuous
variable age. The association between the p53 polymot-
phism and anal cancer was determined using the logistic
regression method to assess ORs and 95% CI. P < 0.05
was considered statistically significant.

RESULTS

Detection of p53 codon 72 polymorphism by PCR-
RFLP was performed in all cases and controls. The
Arg allele was cleaved by Bs/UI, which yielded two
small fragments (113 and 86 bp). The Pro allele was
not cleaved by Bs#UI, which had a single 199-bp
band. Heterozygotes contained three bands, which
corresponded to 199, 113 and 86 bp. The PCR results
were confirmed by DNA sequencing.

The distribution of the codon 72 genotypes in
patients and controls did not deviate from the Hardy-
Weinberg equilibrium. The genotype frequencies in
cases and controls are presented in Table 2, with no
association with anal cancer risk being observed. The
relative frequency of each allele was 0.60 for Arg and 0.40
for Pro in patients with anal cancer, and 0.61 for Arg
and 0.39 for Pro in normal controls.

We also analyzed the codon 72 polymorphism of the
healthy controls according to their age. The genotype
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Total Arg/Arg

Pro/Pro OR' cl P

Arg/Pro
Anal cancer 32 10(312) 19 (59.4) 3(94) 16 0.6-4.9 0325
Controls 103 31 (30.1) 62 (60.2) 10 (9.7)

*Adjusted for age. Arg/Arg vs Arg/Pro and Pro/Pro.

distribution in the 78 controls under 50 yeats old was
as follows: 25 Arg/Arg (32.1%), 6 Pro/Pro (7.7%), and
47 Arg/Pro (60.3%). The distribution in the 25 controls
over 50 years old was: 6 Arg/Arg (24.0%), 4 Pro/Pro
(16.0%), and 15 Arg/Pro (60.0%). No significant
difference in the genotype distribution was found
between these two age groups (P = 0.407).

DISCUSSION

High-risk HPV infection has been implicated in the
pathogenesis of different malignancies*"), Several
biochemical and genetic studies have shown that HPV
E6 and E7 proteins exert a cooperative effect on cellular
transformation and immortality by interfering with the
function of cellular tumor suppressor proteins® 7,

A common polymorphism has been known in codon
72 of the p53 gene, with two alleles encoding either
Arg (p53Atg) or Pro (p53Pro)™. Storey et al'” have
investigated the effect of this polymorphism on the
susceptibility to E6-mediated degradation and found that
individuals homozygous for Arg are seven times more
susceptible to HPV-associated cervical carcinogenesis
than heterozygotes ate. Since then, the effect of
codon-72 polymorphism of p53 on cetvical cancer has
been studied, with contradictory results being reported.
Overall, as demonstrated in a recent meta-analysis,
compared with the heterozygous genotype (Pro/Arg),
the homozygous genotype (Arg/Arg) of codon-72 of
53 is associated with an approximately 20% increased
tisk of cervical cancer®.

Invasive anal cancer, like invasive cervical cancer, has
well-documented precursors, known as anal intraepithelial
neoplasia 2-3 (histology) or high-grade squamous
intraepithelial lesions (cytology)®. Anal cancer also has
been causally linked to high-risk HPV infection, therefore,
we decided to evaluate, perhaps for the first time, the
potential role of codon 72 polymorphism as a risk factor
for development of this type cancer.

In order to minimize sources of bias and avoid
misinterpretation of the results, standard safeguards
were adopted. Patients and controls were matched
ethnically and derived from a population living in the
same geographic region (Southern Brazil), and were
enrolled consecutively in a single institution. All PCR
results were confirmed by DNA sequencing,

We investigated the allele and genotype frequencies
at p53 codon 72 in 32 patients with anal cancer and 103
healthy individuals from southern Brazil. No significant
differences in the relative allele frequency and in the
distribution of genotypes were found between patients

and controls. These results are in line with several studies
that failed to demonstrate a cortelation of the p53 codon
72 polymorphism with development of non-cervical
HPV-associated epithelial malignant tumors, such as
head and neck and oral SCCs™**",

The association between codon 72 polymorphism
and risk of cancer has been reported in different
populations®. Studies have been conducted to evaluate
this polymorphism as a risk factor for different types of
cancet, such as gastricm], lung[‘)] and breast carcinomas!"".
So far, the published data have been inconclusive. The
conflicting results found in the literature might be
attributed to variations in protocols among different
laboratories, of to poor selection of control groups™.
They also might have been caused by the inherent
characteristics of the population being analyzed, as
there are considerable variations in the distribution
of the codon 72 genotypes in various populations.
This polymorphism seems to be maintained by natural
selection influenced by envitonmental factors, such
as the degree of exposure to the UV-B component
of sunlightm]. The resulting North-South Arg/Pro
gradient has been reported in different geographical
regions. Population-based studies have indicated that
the Arg allele is most prevalent in individuals with light
complexion and least prevalent in those with darker
complexion, with a clear and consistent decline in the
prevalence of the Pro allele, with increasing northern
latitude®

The population from Southern Brazil, in contrast
with other regions of the country, is composed mainly
of Caucasian individuals who are descended from
European immigrants®™, Although most of these
immigrants came from Portugal, Germany and Italym],
the genotype distribution found in our healthy controls
was notably different from the genotype distribution
observed in those countries™ ", This can be explained
partially by the process of miscegenation among
different ethnic groups (Caucasians, Amerindians
and Afro-Brazilians) that took place during Brazilian
colonization™. Each specific population seems to have
its own characteristic genotype distribution that can
differ markedly from the polymorphic frequencies found
in other populations, even when neighboring countries
are compared.

We believe, howevet, that the lack of correlation
between the codon 72 genotype distribution and anal
cancer risk observed in our study cannot be interpreted
solely as a result of population ethnicity. In a previous
study of cancer patients and normal individuals from
Southern Brazil, we were able to detect a significant
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association of p53 codon 72 polymorphism with breast
cancer risk™. We analyzed blood samples collected from
118 women with primary breast carcinoma and from 202
female blood donors (healthy controls) through PCR-
RFLP and DNA sequencing. The Arg/Arg genotype
was significantly associated with an increased risk for
breast cancer (OR 2.9; 95% CI: 1.43-3.6; P < 0.002). The
relative frequency of each allele was 0.75 for Arg and 0.25
for Pro in patients with cancet, and 0.62 for Arg and 0.38
for Pro in normal controls (P < 0.001). In the present
study, the relative frequency of each allele observed
within the control group (0.61 for Arg and 0.39 for Pro)
was therefore very similar to our previous observation in
normal controls derived from the same population.

In summary, we did not detect significant differences
in the allele distribution at codon 72 of p53 between
patients with invasive anal cancer and healthy controls.
Our results do not support the hypothesis that p53
codon 72 polymorphism is associated with anal cancer
susceptibility. The role of the genetic susceptibility
to high-risk HPV infection and anal cancet, howevet,
merits further investigation.

COMMENTS

Background

A common Arg/Pro polymorphism at codon 72 of the p53 gene has been
studied as a risk factor for human papilloma virus (HPV)-associated
malignancies. Although anal cancer has been associated repeatedly with high-
risk HPV infection, this polymorphism has not been investigated in this type of
cancer up until now.

Research frontiers

Although several risk factors for the development of anal cancer have been
determined, the molecular mechanisms involved in anal carcinogenesis remain
unclear. In this context, the identification of new factors involved in progression
of the anal carcinoma represents a critical step towards development of new
anticancer strategies in this malignancy.

Innovations and breakthroughs

This is believed to be the first study to investigate p53 codon 72 polymorphism
in patients with anal cancer. The authors did not detect differences in the allele
distribution at codon 72 of p53 between patients with invasive anal cancer and
healthy controls. In contrast to previous observations with cervical cancer, this
polymorphism does not seem to be associated with anal cancer susceptibility.
The results, however, are in line with several studies that failed to demonstrate
a correlation of the p53 codon 72 polymorphism with development of non-
cervical HPV-associated epithelial malignant tumors, such as head and neck
and oral squamous cell carcinomas.

Applications

In the process of identifying genetic causes of cancer, it is important to
determine precisely which elements of a biological pathway are responsible for
affecting tumor suppression or development. Then, treatments and preventive
measures can be directed to those individuals who would benefit most.
Previous studies have identified p53 codon 72 polymorphism as a potential
contributing factor in HPV-associated carcinogenesis. This study found that
p53 codon 72 polymorphism is not a likely risk factor for anal cancer, and future
research should focus on other parts of the p53 gene pathway to understand its
role in development of this type of cancer.

Terminology

Mutations in the p53 gene are the most common genetic alterations in human
cancer. In addition to gene mutations, some polymorphisms in the p53 gene
have been suggested to play a role in different malignancies. A polymorphism is
known in codon 72 of the p53 gene, which results in a Pro or Arg residue at this
position. These two polymorphic variants have been shown to have different
biological properties, including differences in cancer susceptibility.

Peer review

Contu et al Have described the lack of a functional role of a specific p53 poly-
morphism in the pathogenesis of anal cancer. The major point of this paper and
the spectrum of methods used are rather confined, but the point is clear and the
paper is well written. Although this paper presents negative data, | feel that the
attempt to perform genetic analysis on a relatively uncommon malignancy (anal
cancer) may be viewed favorably clinically.
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Resumo

Objetivo: investigar o potencial papel do polimorfismo do p53 cdédon 72 como

fator de risco para o desenvolvimento do cancer anal. Materiais e métodos:

trinta e dois pacientes com carcinoma anal invasivo e 103 doadores de sangue



saudaveis foram incluidos no estudo. O polimorfismo do p53 cédon 72 foi
analisado em amostras de sangue através da reacdo em cadeia da polimerase
e sequenciamento de DNA. Resultados: a frequiéncia relativa de cada alelo foi
0,60 para Arg e 0,40 para Pro em pacientes com cancer anal, e 0,61 para Arg e
0,39 para Pro em controles normais. Ndo foram encontradas diferengas na
distribuicdo dos gendtipos no coédon 72 entre pacientes e controles.
Conclusbes: estes resultados ndo dao suporte a um papel relevante do
polimorfismo do p53 cédon 72 na carcinogénese anal.

Palavras chave: p53, Polimorfismo, Cédon 72, Cancer anal, Arginina/prolina,

Reacdo em cadeia da polimerase.

Introducéo

O carcinoma epidermdide do &anus € uma neoplasia maligna
relativamente incomum, afetando aproximadamente 4.600 pacientes por ano
nos Estados Unidos Y. Globalmente, as taxas de incidéncia anuais de cancer
anal invasivo variam entre 0,1 a 2,8 casos por 100.000 habitantes entre
homens e zero a 2,2 por 100.000 habitantes entre as mulheres 2.
Particularmente, as taxas de cancer anal entre homens que praticam sexo com

outros homens sdo notavelmente maiores 1.

O céancer anal invasivo, como o cancer cervical invasivo, tem sua
etiologia atribuida as infec¢des por papilomavirus humano (HPV) de alto risco
[4,5]

De acordo com recente revisdo, o HPV foi detectado em 71% dos

canceres anais invasivos, com aproximadamente 72% de casos Positivo



associados com infeccdes por HPV 16 ou 18, Estas estimativas de
prevaléncia do HPV 16 e 18 sdo similares aquelas encontradas em casos de

cancer cervical invasivo [,

Embora muitos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer anal
foram identificados, como a pratica de intercurso anal receptivo e
imunodeficiéncia, os mecanismos moleculares relacionados a carcinogénese
anal permanecem obscuros. Mutagcbes no gene p53 sdo as alteragbes
genéticas mais comuns em cancer humano e podem ser encontradas em até
80% dos carcinomas anais ®. Além das mutaces genéticas, tem-se sugerido
que alguns polimorfismos do gene p53 estejam implicados em diferentes

11 Recentemente, os estudos concentraram-se em um

neoplasias
polimorfismo no cddon 72, resultando em uma prolina (Pro) residual (CCC) ou
uma arginina (Arg) residual (CGC) nesta posigdo. As duas variantes
polimérficas tém demonstrado diferencas estruturais, refletidas pelos padrdes
distintos de migracdo na eletroforese, e diferentes propriedades 24, A
variante Arg demonstrou ser mais suscetivel a degradacéo pela proteina HPV
E6 do que a variante Pro, com individuos homozigotos para Arg apresentando

(151 Neste

maior risco acometimento por tumores malignos associados ao HPV
artigo, nos apresentamos os resultados do primeiro estudo investigativo da
associacao potencial do polimorfismo do p53 cédon 72 com carcinoma invasivo

do canal anal.

Materiais e métodos



Casos e controles.

Trinta e dois pacientes com carcinoma epidermoide primario do canal
anal histologicamente confirmado (média de idade de 60,3 anos, variacdo entre
30 e 81) foram inscritos no estudo. Como grupo controle ndo maligno,
estudamos 103 doadores de sangue saudaveis sem historia prévia de cancer
(média de idade de 47,7 anos, variacdo entre 40 e 72). Caracteristicas
demograficas dos casos e controles estdo apresentadas na Tabela 1. Apos
avaliagdo pré-tratamento, incluindo histéria médica completa e exame fisico,
colonoscopia, tomografia computadorizada de abdomen e pelve e radiografia
de térax, o estagio tumoral AJCC do paciente foi determinado *°.. A distribuicéo
foi a seqguinte: 6,2% estagio | (n = 2), 53,1% estagio Il (n = 17), 34,3% estagio

[l (n=11) e 6,2% estagio IV (n = 2).

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do
complexo Hospitalar da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre e do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O termo de consentimento livre e
esclarecido foi obtido de todos os pacientes e controles antes de sua inscricéo

no estudo.

Extracédo de DNA e genotipagem

O polimorfismo do p53 cédon 72 foi estudado em amostras de sangue

coletadas por puncdo venosa. O DNA gendmico foi extraido dos linfécitos

periféricos utilizando Ultra Clean DNA Bloodspin Kit (MoBiolabs, Solana Beach,



CA), de acordo com as instrucdes do fabricante. A analise do codon 72 por
PCR-RFLP, modificada da técnica descrita por Ara e colaboradores ™7, foi
usada para identificar os gendétipos do p53. O primer dianteiro utilizado foi 5'-
TTGCCGTCCCAAAGCAATGGATGA- 3 enquanto que o primer reverso
utilizado foi 5-TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC-3'. Cada reacdo PCR (50
ml) continha 10 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCl?, 200 mM de trifosfato
desoxinucleotideo, 1 unidade de Platinum®Taq DNA polymerase (Invitrogen,
Séo Paulo, Brasil), e 100—300 ng de DNA gendmico. A mistura foi pré-incubada
por 5 min a 94° C. Os parametros da PCR foram 94° C por 1 min e 55° C por 1
min, seguidos de 72° C por 1 min por 35 ciclos. A extensao final foi a 72° C por
10 min. Apdés a confirmacdo de um fragmento amplificado do tamanho
esperado (199 pares de bases) em gel de agarose, 10 pul do produto da PCR foi
digerido com seis unidades da enzima de restricdo BstUl (New England
Biolabs, ME) a 60° C por pelo menos 4 h. os fragmentos de DNA foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5% e marcados com brometo
de etidio. Os resultados da RFLP foram confirmados pelo seqiienciamento dos
fragmentos da PCR de nove amostras selecionadas randomicamente (trés de
cada gendtipo) utilizando um sistema de sequenciamento automatico (ABI
Prism 310 Genetic Analyzer, Applied BioSystems, Foster City, CA). Reacdes
sequenciais foram realizadas com o kit de reacdo em seqienciamento de ciclo
BigDye® Terminator V3.1 (Applied BioSystems) conforme as instrugbes do
fabricante. Os primers dianteiro e reverso foram utilizados como primers

seguenciais.



Analise estatistica

Andlise univariada foi utilizada primeiro para comparar casos e controles
para variaveis demogréficas e prevaléncia do genétipo. O teste do y? foi usado
para analisar variaveis categoricas e ANOVA foi usada para comparar a
variavel continua idade. A associacdo entre polimorfismo do p53 e cancer anal
foi determinada pelo método de regressao logistica para determinar a razao de
chances (ORs) e intervalo de confianca de 95% (IC95%). Valores de p

menores do que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

A deteccéo do polimorfismo do p53 cédon 72 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 pares de bases). O alelo Pro n&o foi
clivado pelo BstUI, permanecendo com uma uUnica banda de 199 pares de
bases. Os heterozigotos continham trés bandas, correspondendo a 199, 113 e
86 pares de bases. Os resultados do PCR foram confirmados por

sequenciamento de DNA.

A distribuicdo dos genotipos do cédon 72 em pacientes e controles néo
se afastou do equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas em
casos e controles estdo apresentadas na Tabela 2, sem associacdo com risco

de cancer anal observada. A freqiéncia relativa de cada alelo foi 0,60 para Arg



e 0,40 para Pro em pacientes com cancer anal, e 0,61 para Arg e 0,39 para Pro

em controles normais.

N6s também analisamos o polimorfismo do cédon 72 de controles
saudaveis conforme a idade. A distribuicdo genotipica nos 78 controles com
menos de 50 anos de idade foi o seguinte: 25 Arg/Arg (32,1%), 6 Pro/Pro
(7,7%), e 47 Arg/Pro (60,3%). A distribuicdo nos 25 controles com mais de 50
anos de idade foi: 6 Arg/Arg (24,0%), 4 Pro/Pro (16,0%), e 15 Arg/Pro (60,0%).
Ndo foram encontradas diferencas significativas na distribuicdo genotipica

entre estes dois grupos (P = 0,407).

Discussao

Infeccdo por HPV de alto risco tem sido implicada na patogénese de

diferentes neoplasias 1729

Véarios estudos bioquimicos e genéticos
demonstraram que as proteinas E6 e E7 do HPV cooperativamente exercem
um efeito na transformacgao celular e imortalidade interferindo na fungcéo das

proteinas supressoras tumorais celulares 2224,

Um polimorfismo comum foi reconhecido no cédon 72 do gene p53, com
dois alelos codificando arginina (p53Arg) ou prolina (p53Pro) 3. Corey e
colaboradores *! investigaram o efeito deste polimorfismo na suscetibilidade a
degradacdo mediada pela proteina E6 e constatou que individuos homozigotos
para Arg sdo sete vezes mais suscetiveis a carcinogénese cervical associada

ao HPV do que os heterozigotos. Desde entdo, o efeito do polimorfismo do



coédon 72 do p53 no cancer de cérvix tem sido estudado por diferentes autores,
com resultados contraditorios relatados. Além disso, como demonstrado em
recente metanalise, comparado com o0 genétipo heterozigoto (Pro/Arg), o
gendtipo homozigoto (Arg/Arg) do cédon 72 do p53 esta associado com um

aumento de aproximadamente 20% no risco de cancer de cérvix .

O céncer anal invasivo, como o0 cancer cervical invasivo, tem
precursores bem documentados, conhecidos como neoplasia intraepitelial anal
(NIA) 2-3 (histologia) ou lesbes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL)
(citologia) ®!. Tendo em vista que o cancer anal tem sua causa associada a
infeccdo por HPV de alto risco, n6s decidimos avaliar, pela primeira vez, o
potencial papel do polimorfismos do cédon 72 como um fator de risco para o

desenvolvimento deste tipo de cancer.

Para minimizar vieses e evitar interpretagcbes equivocadas dos
resultados, medidas de seguranca foram adotadas. Pacientes e controles
foram etnicamente equiparados e de uma populagédo procedente da mesma
regido geografica (Brasil meridional), sendo consecutivamente inscritos em
uma unica instituicdo. Todos os resultados da PCR foram confirmados pelo

sequenciamento de DNA.

Noés investigamos as frequéncias dos alelos e genoétipos do cédon 72 do
p53 em 32 pacientes com cancer anal e 103 individuos saudaveis do Brasil
meridional. Nao 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 correlacdo do polimorfismo do cédon 72 do p 53 com
desenvolvimento de tumores malignos ndo cervicais associados com HPV,

como carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco e cavidade oral 2427,

A associacdo entre o polimorfismo do cédon 72 e risco de céancer foi
relatado em diferentes populacdes ?®. Estudos foram conduzidos para avaliar
este polimorfismo como um fator de risco para diferentes tipos de carcinomas,

291 “pulmonar ' e mama **. Até agora, os dados publicados s&o

como gastrico
inconclusivos. Os resultados conflitantes encontrados na literatura podem ser
atribuidos a variagdes nos protocolos entre diferentes laboratérios, ou a
selecdo inadequada de grupos controle %, Também podem ocorrer devido as
caracteristicas da populacdo analisada, na medida em que ha variacdes
consideraveis na distribuicdo dos gendtipos no cdédon 72 em varias populacdes.
Este polimorfismo parece ser mantido pela selecdo natural influenciada por
fatores ambientais, como o grau de exposicdo ao componente UV-B da luz

solar B9,

O gradiente Arg-Pro Norte-Sul resultante tem sido descrito em
diferentes regibes geograficas. Estudos populacionais indicaram que o alelo
Arg é mais prevalente em individuos com pele clara em menos prevalente em

individuos com tez mais escura, com um claro e consistente declinio na

prevaléncia do alelo Pro com o aumento da latitude norte £°32.

A populacdo do Brasil meridional, em contraste com populacbes de
outras regides do Brasil, € composta principalmente por individuos caucasianos

descendente de imigrantes europeus 3. Embora a maioria destes imigrantes



tenha vindo de Portugal, Alemanha e ltalia ¥, a distribuicdo genotipica
encontrada em nossos controles saudaveis foi notavelmente diferente da

distribuicdo genotipica observada naqueles paises !*°37,

Isto pode ser
parcialmente explicado pelo processo de miscigenacéo entre diferentes grupos
étnicos (caucasianos, indigenas e afro-brasileiros) ocorrida durante a

colonizacdo do Brasil 1

. Cada populacédo especifica parece ter sua propria
distribuicdo genotipica que pode diferir marcadamente das frequéncias
polimérficas encontradas em outras populacbes, mesmo quando paises

vizinhos sdo comparados.

NOs acreditamos, entretanto, que a auséncia de correlacdo entre a
distribuicdo do gendtipo no cédon 72 e o risco de cancer anal observado em
nosso estudo ndo pode ser interpretado somente como um resultado de etnia
populacional. Em um estudo prévio, também analisando pacientes com cancer
e individuos normais do sul do Brasil, ndés detectamos uma significativa
associacao do polimorfismo no cédon 72 do gene p53 com risco de cancer de
mama P%. Nés analisamos amostras de sangue coletadas de 118 mulheres
com carcinoma primario de mama e de 202 mulheres doadoras de sangue
(controles saudaveis) através da reacdo em cadeia da polimerase e
sequenciamento de DNA. O genotipo Arg/Arg foi significativamente associado
com um aumento no risco de cancer de mama (OR 2,9; IC95% 1,43-3,6; P <
0,002). A frequéncia relativa de cada alelo foi 0,75 para Arg e 0,25 para Pro em
pacientes com cancer, e 0,62 para Arg e 0,38 para Pro em controles normais

(P < 0,001). No presente estudo, a frequéncia relativa de cada alelo observada



no grupo (0,61 para Arg e 0,39 para Pro) foi similar & nossa observacao prévia

em controles normais derivados da mesma populagéo.

Em resumo, nds ndo detectamos diferengas significativas na distribuicdo
dos alelos no cédon 72 do p53 entre pacientes com cancer anal invasivo e
controles saudaveis. Nossos resultados ndo ddo suporte a hipotese de que o
polimorfismo no cédon 72 do p53 esta associado com suscetibilidade ao cancer
anal. O papel da suscetibilidade genética a infeccdo por HPV de alto risco e

cancer anal, entretanto, merece maiores investigagoes.
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Tabelas

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas 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%) -

*N&o significativo

Tabela 2. Distribuicdo do polimorfismo no cédon do 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 0,6-4,9 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.



