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Abstract

Squamous cell carcinoma (SCC) is the most common malignancy that involves the upper aerodi-
gestive tract. Interleukin-13 (IL-13) is an immunoregulatory cytokine that has been reported to have
some polymorphisms in it gene associated with same disease especially asthma and allergy. The
present study aimed to investigate whether the polymorphisms of IL-13 gene (at positions of 1055C/T
in the promoter of1L-13 gene and +2044G/T exon-4) differ in patients with head and neck SCC from
healthy controls. Methods: This study was investigated in patient with head and neck SCC (n =
137) and age- and sex-matched healthy controls (n = 127). Genotyping of IL-13 gene polymorphism
was performed using polymerase chain reaction-based restriction fragment length polymorphism
method. Results: No statistically significant differences were found in the frequencies of genotypes
and alleles between patients and control group at both sites (p = 0.16). In addition, no association
was observed between investigated genotypes and other potential prognostic factors such as age,
sex, primary tumor site, tumor size and smoking. Conclusion: This study suggests that there is no
association between IL-13 gene polymorphisms (at position -1055C/T and +2044GI A) and suscep-
tibility of the patients to SCC of head and neck.

Resumo

O carcinoma espinocelular (CEC) é a neoplasia mais comum do trato aerodigestivo superior. A
interleucina-13 (IL-13) € uma citocina imunorreguladora com polimorfismos relatados para seu gene
associados com a mesma doenga, especialmente asma e alergia. O presente estudo investigou se 0s
polimorfismos do gene da IL-13 (posicoes 1055C/T no gene promotor da 1L-13 e +2044G/T exon 4)
podem distinguir os pacientes com CEC de cabeca e pescoco de controles saudaveis. Método: O
estudo analisou pacientes com CEC de cabeca e pescoco (n = 137) pareados por idade e sexo com
um grupo de controles saudaveis (n = 127). A genotipagem do polimorfismo do gene da IL-13 foi
executada pelo método de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricio baseado em
reacdao em cadeia da polimerase. Resultados: Nio foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas nas frequéncias dos gendtipos e alelos entre pacientes e controles em ambas as posicoes
(p=0,16). Além disso, nao foi observada associacao entre os gendtipos investigados e outros fatores
prognodsticos, como idade, sexo, localizagao do tumor primdrio, tamanho do tumor e tabagismo.
Conclusao: O presente estudo sugere que nao ha associacio entre os polimorfismos do gene da IL-13
(nas posicoes -1055C/T e +2044GI A) e suscetibilidade dos pacientes a CEC de cabeca e pescogo.
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INTRODUCAO

METODO

O cancer € uma complexa afec¢ao genética deri-
vada do acimulo de uma série de alteracoes genéticas.
O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CEC-
CP) ¢ a neoplasia mais comum do trato aerodigestivo
e representa mais de 90% dos tumores malignos dessa
regido, com 500 mil novos casos em nivel mundial'.
Trata-se da quinta principal causa de incidéncia de
cancer e, apesar da melhora dos tratamentos conven-
cionais, é ainda a sexta causa de Obitos relacionados
ao cancer. A sobrevida dos pacientes com CECCP tem
permanecido em niveis desanimadores nos ultimos 30
anos?. O CECCP acomete mais homens que mulheres
e os mais importantes fatores de risco independentes
sao tabagismo e etilismo!, ainda que suscetibilidade
(fatores imunoldgicos e idade), fatores ambientais e
ocupacionais também possam ter peso. A predispo-
sicio genética a CEC é bem reconhecida. Delecoes,
desequilibrios alélicos ou perda de heterozigose no
braco curto do cromossomo 3 foram associados a
comportamento biolégico mais agressivo®. O CEC de
cabeca e pescoco esta associado a producao de cito-
cinas pro-inflamatoérias e pro-angiogénicas. A andlise
in vitro de linhagens celulares derivadas de CECCP
e estudos in situ do microambiente local de tumores
de cabeca e pescoco demonstram que os tumores de
cabeca e pescoco expressam uma série de fatores de
crescimento autocrinos e pardcrinos e citocinas®.

O gene humano da IL-13 estd localizado junta-
mente com o gene da IL-4 num fragmento de 15 kb no
cromossomo 5g31°. IL-4 e IL-13 compartilham muitas
(mas nao todas) funcoes. A triagem de variacao desses
genes ja foi executada a exaustio e varios polimorfis-
mos de nucleotideo Gnico (SNPs) foram identificados,
demonstrando que sua importancia funcional estd
fortemente associada a doencas imunologicas. Recen-
temente, seis novos polimorfismos foram descritos para
o locus da IL-13 incluindo um polimorfismo no exon
4 (+2044G/A), levando a substituicio de um amino-
acido na posicao 130 (Argl130GlIn), a forma Gln esta
associada a elevacoes nos niveis plasmaticos de IgE em
populacdes americanas e alemas®. Outro polimorfismo
esta localizado na regiao do promotor do gene da IL-
13 (-1055 C/T) e altera a regulacao de producio de
IL-13 e aumenta a ligacao de proteinas nucleares’. O
presente estudo pretendeu investigar a associacao de
polimorfismos do gene da IL-13 (nas posicoes 1055C/T
no promotor do gene da IL-13 e +2044G/T no exon 4)
em pacientes com CECCP.

Cento e trinta e sete pacientes (idade média 57,7
anos) com CEC de cabeca e pescoco (115 homens e
22 mulheres) foram comparados a 127 individuos saos
pareados por idade e sexo (idade média de 57,1 anos)
sem histérico de cancer ou doenga autoimune presente
em parentes de primeiro grau. (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes.

Idade Média (anos)

Pacientes com cancer 57,7 (14-81)
57,1 (15-80)

Razao homens/mulheres

Controles saudaveis

Pacientes com cancer 115/22
Controles saudaveis 107/20
Sitio do tumor primario
Laringe 75
Lingua 24
Trato nasossinusal 13
Cavidade oral 10
Hipofaringe 6
Lébios 4
Orofaringe 3
Nasofaringe 2
Preparacao do DNA

DNA foi extraido de amostras periféricas de
sangue usando o tradicional método Proteinase-K. O
DNA foi entao preparado a concentracao de 300 ng/pl.

Ensaio de genotipagem

A genotipagem em ambas as posicoes +2044 e
-1055 da IL13 foi feita usando o método de polimor-
fismo no comprimento de fragmentos de restricio
baseado em reacao em cadeia da polimerase (PCR).
Para avaliar a posicao 1055C/T, as sequéncias de pri-
mer de 5-ACTTCTGGGAGTCAGAGCCA-3’ (forward);
e 5-TACAGCCATGTCGCCTTTTCCTGCTCTTCCGTC-3’
(reverse) foram usadas. O PCR foi executado em um
volume de 15 pl contendo 75 ng de DNA gendmico, 1,5
mM KCL solucao tampao IX, 1,5 mM MgC12, 0,3 mM
dNTPs, 3 pm cada primer e 1,2 unidade de Tag DNA
polimerase. O DNA foi primeiramente desnaturado a
94°C por 5 min, entdo a temperatura de ciclagem foi
ajustada para 94°C por 30 segundos no primeiro ciclo
de desnatura¢io, 65,5°C por 30 segundos para o ciclo
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de anelamento, 72°C por 30 segundos para o ciclo de
extensao, todos repetidos por um total de 30 ciclos,
seguidos de extensao final a 72°C por 10 min. 5 pl de
produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em
géis de agarose a 1,5% e visualizados com brometo de
etidio para documenta¢io dos genes. Digestao enzi-
matica foi executada em volume final de 15 pl usando
0,5 pl de enzima “Hpy1991”, 1,5 pl de tampao NTB4,
0,15 pl de tampao BSA, 2,85 pl H20 e 10 pl de produto
de PCR. As reagoes foram incubadas a 37°C por duas
horas. Os tamanhos dos fragmentos correspondentes
eram: CC = 339, 33 bp, CT =372, 339,33 bp e TT = 372
bp. Finalmente, os produtos de PCR digeridos foram
submetidos a eletroforese em géis de agarose a 2,7%
para separar os fragmentos. As condicdes de ensaio
para o polimorfismo em +2044G/A foram as seguintes:
primer forward: 5-CTTCCGTGAGGACTGAATGAGA-
CGGTC-3 e primer reverse: 5-GCAAATAATGATGCT-
TTCGAAGTTTCAGTGGA-3’, cada um foi usado em um
total de 6 pm por tubo. A enzima de restricao “NlalV”
foi usada para digerir o fragmento 236 bp e produzir
os fragmentos GG = 178, 32, 26 bp, GA = 216, 178,
32, 26 bp e AA = 216, 26 bp. A temperatura 6tima de
anelamento para este teste foi 62,5°C.

Analise estatistica

As frequéncias de alelos e gendtipos e as ca-
racteristicas quantitativas foram comparadas entre
controles e subtipos de pacientes com o uso dos teste
do qui quadrado (¥® e do teste exato de Fisher. Os
resultados foram tratados com os programas SPSS 15 e
EPI info (versao 2002) e as associacdes analisadas para

ajustes dos diferentes fatores respectivos. Valores de p
superiores a 0,05 foram considerados sem significancia
estatistica.

O presente estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica da instituicio.

RESULTADOS

Gendtipos e alelos da IL-13, -1055 e +2044

Conforme demonstrado na Tabela 2, a triagem
dos pacientes para o gendtipo da IL-13 e frequéncia
dos alelos dos polimorfismos C-1055T e G+2044A nao
revelou diferencas significativas nestes dois genétipos
e seus alelos em pacientes com CECCP em compara-
¢ao aos controles saudaveis. Diferentes gendtipos em
ambas as posicoes também foram comparados dois a
dois para avaliar suas possiveis combinac¢oes. Segundo
os dados exibidos na Tabela 3, nenhuma ligacao foi
identificada dentre os 137 pacientes e os 127 individuos
no grupo de controle.

Genotipos da IL-13 -1055 e +2044 e fatores predispo-
nentes para CECCP

Os gendtipos e alelos colhidos dos dois polimor-
fismos foram investigados de modo a buscar alguma
possivel associacao com valores basais dos pacientes,
como idade e género, ou fatores prognosticos/pre-
ditivos, tais como sitio to tumor primario, tamanho
do tumor e tabagismo. Ainda que CECCP tenha sido
uniformemente atribuido a cada um desses fatores,
nenhuma associacao foi observada no tocante as duas
substituicoes dos polimorfismos.

Tabela 2. Frequéncia de alelos e gendtipos nas posicoes -1055C/T e +2044 G/A no gene da IL-13.

Individuos -1055C/T +2044G/A
Genotipo CC CT TT Alelo C Alelo T GG GA AA Alelo G Alelo A
86 41 7 211 59 73 56 8 200 72
Pacientes (n = 137)
(62%) 41 (8%) (78%) (22%) (53%) (41%) (6%) (74%) (26%)
61 48 8 171 67 53 51 13 157 79
Controles (n = 127)
(48%) 48 (15%) (72%) (17%) (42%) (41%) (17%) (67%) (33%)
Valor p 0,16 0,1 0,17 0,08

Tabela 3. Distribuicdo de gendtipos nas posicoes -1055C/T e +2044 G/A do gene da IL-13 em pacientes com CECCP e individuos

saudaveis.
Individuos CC+GG CC=GA CC+AA CT+GG CT+GA CT + AA TT + GG TT + GA TT + AA
52 30 3 17 24 3 3 2 2
Pacientes (n = 137)
(38%) (22%) (2%) (13%) (18%) (2%) (2%) (1,5%) (1,5%)
34 20 4 15 28 6 3 3 3
Controles (n = 127)
(27%) (16%) (8%) (12%) (22%) (5%) (2%) (2%) (2%)
Valor p 0,62
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DISCUSSAO

Os genes do cancer geralmente se agrupam em
oncogenes e genes supressores de tumor. As doencas
neoplasicas sio complexos distirbios genéticos que
resultam do desequilibrio entre a ativacio de proto-
-oncogenes e a inativacao de genes supressores de
tumor. O projeto do genoma humano atualmente
oferece uma oportunidade unica para a identificacao
de todas as alteracoes genéticas associadas ao cancer®.
Citocinas e os genes relacionados podem direta ou in-
diretamente atuar contra os mecanismos de defesa do
tumor com mudancas no tipo e qualidade da resposta
imunologica®. Respostas imunolégicas com linfécitos
T helper ou a ativacao de linfécitos T citotéxicos sao
essenciais para combater o tumor. Varios estudos em
modelos animais e pacientes humanos com cancer re-
velaram que, nesses casos, as respostas convencionais
de Th1 e a atividade das células CD8+ foram inibidas.
A tendéncia das respostas imunoldgicas antitumorais a
Th2 leva a supressao das respostas de Th1P. Em um
estudo, a expressao de citocinas Thl e Th2 foi avaliada
em células tumorais humanas, revelando o dominio
das citocinas tipo II em 20 tipos de células tumorais.
A fuga das células tumorais ao controle imunologico
pode estar relacionada a esse fendmeno'.

Em outros estudos, os pesquisadores observaram
que IL-4 e IL-13 podem inibir a regressao tumoral®!.
Em outro estudo, os efeitos da IL-4 e IL-13 humanas
sobre o crescimento clonal de células de cancer de
mama foram investigados, relevando que a IL-13 pode
reduzir o crescimento clonal de células tipo 3. Esses
estudos concluiram que a IL-13 tem importante papel
na regulacio da atividade antitumoral. Houve varios
polimorfismos no gene da IL-13. O 1055C/T estava
localizado na regiao promotora do gene da IL-13. A
mudanca de nucleotideo C para T nesse ponto pode
alterar a ligacao e tipo de fator de transcricao e, entdo,
alterar a expressio do gene da IL-13. Virios estudos
revelaram que o polimorfismo -1055C/T estava asso-
ciado a asma alérgica, regulacio alterada da produciao
de IL-13 e aumento na ligacio de proteinas nucleares'.

Outro importante polimorfismo do gene da IL-
13 é o +2044 G/A, localizado no exon 4, importante
regido para a interacao receptor-ligante. A substituicao
de arginina por glutamina (Arg130G1n) leva a criacao
de uma proteina de IL-13 com alta afinidade para
seu receptor. Isso pode explicar teoricamente muitos
aspectos do fendtipo alérgico (producao de IgE, se-
crecao de muco, inflamacao eosinofilica e reacio por

hipersensibilidade)’. Esse alelo foi associado a aumento
da suscetibilidade a diabetes tipo 1 e DPOC e sua fre-
quéncia foi baixa em pacientes com artrite idiopatica
juvenil e doenca de Graves®. Em nosso estudo, os po-
limorfismos 1055C/T e +2044G/A foram analisados em
pacientes com CEC de cabeca e pescoco. Um estudo
foi realizado anteriormente em pacientes com CEC de
cabeca e pescoco.

Na literatura ha poucos estudos analisando a
associacao entre os haplétipos da IL-13 e a suscetibili-
dade a cincer. Faghih et al."? investigaram a associacio
entre haplotipos da IL-13 e suscetibilidade de mulhe-
res iranianas ao cancer de mama e nao identificaram
diferencas significativas na distribuicao de gendtipos
-1512A/C, -1055C/T e +2044G/A ou alelos entre os
grupos caso e controle. Contudo, os autores sugeri-
ram uma possivel associacao entre haplétipo CCA do
gene da IL-13 e suscetibilidade a cincer de mama em
mulheres iranianas. Em outro estudo, Sameni et al.'t
nao identificaram associacio com polimorfismos do
gene da IL-13 (-1055 C/T e +2044 G/A) em pacientes
iranianos com cancer de pulmio. Pelo que sabemos,
este € o primeiro estudo que investiga os polimorfismos
do gene da IL-13 nas posicoes -1055 C/T e +2044 G/A
em pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca
€ Pescogo.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que
nao ha associacao entre os polimorfismos do gene da
IL-13 (nas posicoes -1055C/T e +2044G/A) e susceti-
bilidade em pacientes com CECCP.
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