Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza

Programa de Pds-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

PAULO JUNIO RIBEIRO DE OLIVEIRA

ESTUDO DE ASSOCIAGCAO DOS SNPs DO GENE SMOOTHNED A
SUCEPTIBILIDADE DE CANCER BASOCELULAR NA POPULACAO
PARAIBANA

JOAO PESSOA, PB
2018



PAULO JUNIO RIBEIRO DE OLIVEI’'RA

ESTUDO DE ASSOCIACAO DOS SNPs DO GENE SMOOTHNED A
SUSCEPTIBILIDADE DE CANCER BASOCELULAR NA POPULACAO
PARAIBANA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Biologia Celular e
Molecular do Centro de Ciéncias Exatas e
da Natureza, da Universidade Federal da
Paraiba, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de MESTRE EM
BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR.

Orientador: Prof. Dr. Plinio Delatorre

JOAOQ PESSOA, PB

2018

|



Q482 ©Oliveira, Pauleo Junio Ribeiro.
ESTUDO DE HSSDCIA@ED DOS SNPs DO GENE SMOOTHMED A
SUCEFTIBILIDADE DE CAMCEE BASOCELULAR HNA PDPULRQED

FARAIBAMNA / Paulo Junio Ribeiro QOliveira. - Jodo
Fessoa, 2018.
67 £. : il.

Orientacdo: Plinioc Dela torre.
Coorientacdc: Eleonidas Moura Lima.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCEN.

1. Céncer de pele, SMO, Polimorfismo, Genotipagem.

Dela torre, Plinio. II. Titulo.

UFFE/BC

i



PAULO JUNIO RIBEIRO DE OLIVEIRA

Dissertacdo de Mestrado avaliadaem__ / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr Plinio Delatorre
Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular
Universidade Federal da Paraiba

Orientador

il # o — D =
Sufvma. Saler. Z—Vims HA."".T\ L0

Prof. Dr. Sylvia Satomi Takeno Herrero
Departamento de Biologia Molecular
Universidade Federal da Paraiba

Examinador Externo

L i (o

-

Prof. Df. Leonardo FerreiraSoares
Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular
Universidade Estadual da Paraiba

Examinador Interno

Prof. Dr. Jodo Gongalves de Oliveira
Departamento de Biologia Molecular
Universidade Estadual da Paraiba

Suplente Externo

Prof. Dr. Eleonidas Moura lima
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular
Universidade Estadual da Paraiba

Suplente Interno

|vw



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos professores Eleonidas Moura Lima e Plinio Delatorre, pela

paciéncia, incentivo, amizade e orientacdo ao longo dos anos.



“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o0 que ninguém ainda pensou
sobre aquilo que todo mundo vé. ”

(Arthur Schopenhauer)

"



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus que ¢ o maior mestre que alguém pode conhecer.
Ao meu orientador Prof. Dr Eleonidas Moura Lima pelo apoio, pelas suas correcdes e
incentivos; além da amizade e palavra sempre amiga.
Ao Prof. Dr Plinio Delatorre pela orientagdo, amizade, apoio ¢ confianga ao longo dos
anos.
A minha esposa Rosangela Santos que me acompanhou em boa parte desta trajetéria
Ao corpo técnico do Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural e Oncogenética
(LBMEO), a citar o Dr. Jodo Gongalves de Oliveira e a Dra. Sylvia Satomi Takeno, por
sua grande disposi¢do em ajudar a todos.
Aos membros da banca examinadora, por aceitar o convite e suas contribuicdes com
finalidade de enriquecer o presente estudo.
Ao Laboratério Multiusuario do Programa de Pdés-graduacdo em Biologia
Celular e Molecular, pela disponibilizacdo de equipamentos.
A minha turma do mestrado pelas conversas e apoio fundamental na conclusdo deste
trabalho.
A Regina Emy Sales de Miranda, pela sua incansavel dedicacdo, competéncia e
incentivo ao PPGBCM
Ao0s meus pais, por terem me criado.
Ao Dr. Ivan Rodrigues, por disponibilizar as amostras e informagdes clinico-
patoldgicas necessarias para a realizacdo do presente estudo.
A Clinica Dermatoldgica Santa Catarina, na pessoa do Dr. Otavio Sérgio Lopes,
pelo apoio financeiro.
A ESTA UNIVERSIDADE, que oportunizou a janela por onde hoje vislumbro um

horizonte superior.
A fundagcdo CAPES, pelo incentivo financeiro para realizagdo desta pesquisa.

A todos os professores, por tanto que se dedicaram a mim, ndo somente por terem me
ensinado, mas por terem me feito aprender. A palavra mestre, nunca fara justica aos professores
dedicados aos quais sem nominar terdo os meus eternos agradecimentos.

Por fim, a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagdo, o meu

muito obrigado

w



RESUMO

O Cancer basocelular (CBC) é o mais comum entre todos os tipos de cancer surgindo na camada
mais profunda da epiderme, geralmente n&o é mortal e raramente provoca metastase. No entanto
se ndo tratados adequadamente podem causar danos em grandes porcdes de tecido adjacente,
com consequente desfiguracdo dos pacientes. Sua causa se da principalmente por exposi¢do
solar intensa ou acumulada ao longo da vida mas também pode ocorrer por contato com
produtos quimicos, exposi¢do a radiacdo, doencas de pele cronicas, entre outros fatores, sendo
muito dificil apontar uma causa Unica. Algumas vias de sinalizacdo estdo relacionadas com o
desenvolvimento de CBC. A via Hedgehog, muito ativa na fase embriondaria, possui pouca
funcdo na fase adulta e quando se encontra super expressa possui atividade carcinogénica. Essa
atividade anormal tem sido relacionada com CBCs, com mutagdes que ativam o protoncogene
SMO. O presente estudo realizou a genotipagem dos SNPs RS769334511(A>C), RS749414966
(T>C) no gene SMO, em 100 amostras de tecido parafinado de pacientes diagnosticados com
carcinoma basocelular. Os resultados foram obtidos por meio do método de genotipagem
Didesoxi Unico Alelo Especifico PCR- DSASP. Os SNPs rs769334511 e rs749414966 do gene
SMO apresentaram associacdo estatisticamente significativa a susceptibilidade e o risco de
desenvolver CBC. Os SNPs RS769334511 e RS749414966 SMO sdo potenciais marcadores
moleculares associados a susceptibilidade ao desenvolvimento do CBC nas amostras

analisadas.

Palavras-chaves: Cancer de pele, SMO, Genotipagem, Polimorfismo de nucleotideo Unico,

frequéncia alélica.
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ABSTRACT

The Cancer to basocelular is most common enters all the types of cancer; appearing in the layer
deepest of the epidermis, generally it is not mortal and rare it provokes metéastase. However if
treated adequately they cannot cause damages in great portions of fabric adjacent, with
consequent disfigurament of the patients. Its cause if of mainly for intense or accumulated solar
exposition throughout the life; but also it can occur for contact with chemical products,
exposition to the radiation, chronic illnesses of skin, among others factors, being very difficult
to point an only cause. Some ways of signalling are related with the CBC development; the way
Hedgehog, very active in the embryonic phase, possesss little function in the adult phase and
when if it finds super express possesss carcinogénica activity. This abnormal activity has been
related with CBCs, with mutations that activate protoncogene SMO. The present study it carried
through the genotyping of SNPs RS769334511 (A>C), RS749414966 (T>C) in gene SMO, 100
fabric samples paraffined of patients diagnosised with carcinoma to basocelular. The results
had been gotten by means of the method of genotipagem Didesoxi Only Specific Alelo PCR-
DSASP. The SNPs rs769334511 and rs749414966 of gene SMO had statistical presented
significant association to the susceptibilidade and the risk to develop CBC. SNPs RS769334511
and RS749414966 SMO associates to the susceptibilidade to the development of the CBC in

the analyzed samples are potential molecular markers.

keywords: Cancer basal cell, SMO, Genotyping, Polymorphism of only nucleotide, allele

frequency
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1.INTRODUCAO

1.1 Cancer

Céncer pode ser descrito como um conjunto de doengas (mais de 100) bastante
semelhantes quanto a sua origem e desenvolvimento, mas que apresentam diferencas
importantes em sua apresentacdo, forma de evolucao e respostas aos tratamentos (JOHNSON,
1998; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011).

A origem de um cancer ocorre devido a alteracdes genéticas e epigenéticas em genes
especificos; sendo a maior incidéncia em genes supressores de tumor, genes do mecanismo de
reparo e em diversos tipos celulares protoncogenes. Alteracdes nos protoncogenes conduzem a
deficiéncias celulares que vdo desde ganho ou perda de fungbes celulares importantes; a
proliferacdo celular descontrolada e alteragdes em genes supressores de tumor. Estas alteractes
genéticas culminam no comprometimento celular, causando a instabilidade genémica no
individuo acometido (KNUDSON, 1971; BAYLIN et al, 1986; VOGELSTEIN; KINZLER,
1993).

Hanagan E Weinberg, (2011), descreveram um modelo das caracteristicas para o
desenvolvimento da carcinogénese que juntas constituem o principio organizador, que fornece
uma estrutura l6gica para compreender a notavel diversidade de doencas neoplasicas (figura 1).
Os autores postularam que, as células normais evoluem progressivamente para um estado
neoplésico, onde adquirem uma sucessdo dessas caracteristicas que Ihes permitam tornar-se
tumorigénicas e, finalmente, malignas.

Estes modelos sdo;

Estimulo permanente para proliferar

Os tecidos normais mantém um controle rigoroso sobre a multiplicacdo de suas células.
Esse processo ocorre na dependéncia de fatores de crescimento, que irdo se ligar aos receptores
da célula. Para escapar desse controle, as células do cancer podem produzir os fatores de
crescimento que irdo estimula sua propria multiplicacdo, aumentar o nimero de receptores para
os fatores de crescimento ou tornar esses receptores mais sensiveis ao estimulo dos fatores.

Qualquer que seja a via, o resultado é uma célula em processo constante de multiplicacao.

o
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O organismo possuiu varios mecanismos para inibir a proliferacéo de células cancerigenas. ==

Escape dos processos de inibigao

Varios deles sdo determinados por “genes supressores”. Para se desenvolver, além de se manter
continuamente estimuladas para crescer, as células malignas precisam escapar desses

mecanismos de inibic&o.

Resisténcia aos mecanismos de morte celular

A morte celular programada (apoptose) representa uma barreira importante para o
desenvolvimento do cancer. Quando uma célula normal acumula muitos erros, ela naturalmente
se destroi. Mas a célula do cancer consegue desenvolver diferentes estratégias para escapar

desse mecanismo.

Possibilidade de replicagéo infinita

A maioria das células do corpo s6 € capaz de se multiplicar algumas vezes ao longo da vida.
Essa limitacdo €, em grande parte, definida pela maturidade da célula. Quando uma célula vence
esta limitacdo e passa a se multiplicar continuamente, dizemos que ela se “imortalizou”. A

célula maligna se imortaliza para seguir o caminho da malignidade.

Estimulo para formacéo de novos vasos sanguineos
As necessidades de nutrientes e oxigénio do tumor s6 podem ser supridas com o
desenvolvimento de um sistema vascular de suporte. Para que isso ocorra, a célula maligna

estimula a formacao de novos vasos sanguineos, em um processo denominado angiogénese.

Invasdo e formacao de metastases
A capacidade de invadir estruturas vizinhas e se estabelecer em tecidos distantes de sua

origem s&o caracteristicas mais marcantes das células malignas.

Instabilidade genbmica
A aquisicdo de todas as caracteristicas listadas depende fundamentalmente da alteracdo

sucessiva do material genético dessas células.

Promocéao de inflamacgéo
A infiltracdo do tecido tumoral por células inflamatdrias foi sempre interpretada como uma

tentativa de resposta dos organismos contra o cancer. Entretanto, alguns dados mais recentes



indicam que estas células podem, na verdade, ser parte de uma tentativa do tumor escapar do

sistema imunologico. ]

Reprogramacédo do metabolismo celular
Para se perpetuar, as células neoplésicas se mostram capazes de ajustar seu metabolismo de

forma a viabilizar seu crescimento e divisao.

Escape do sistema imunologico
As células neoplésicas se mostram capazes de inativar os componentes do sistema imunoldgico

(por exemplo, linfocitos T) enviados para sua destruigéo.

Figura 1 - Caracteristicas fundamentais do

CARACTERISTICAS FUNDAMENTAIS DO CANCER

ESCAPE DOS PROCESSOS
DE INIBICAD

REPROGRAMACAO DO
METABOLISMO CELULAR

POSSIBILIDADE DE

INSTABILIDA DE
GENOMICA

| ESTIMULO PARA FORMAGAO INVASAO E FORMAGAD
| DE NOVOS VASOS SANGUINEOS DE METASTASES

Fonte: Hanahan e Weinberg (2011).



1.2 PELE

A pele é um 6rgdo que separa o corpo humano do meio ambiente (figura 2). Atua como
uma barreira que protege o corpo contra Radiacdo UV, substancias toxicas, infeccoes
(FUCHS,2002). A epiderme é o camada mais externa da pele. Queratindcitos, melandcitos,
celulas de Merkel e Langherans séo diferentes de tipos de células presentes na epiderme. A
derme, parte subjacente da pele, contém tecido conjuntivo, células dendriticas, mastocitos e
células T de memoria (KUPPER, 2004; SCHERER, 2010). A camada mais profunda,
hipoderme, é formada por um tecido conectivo gorduroso denominado paniculo adiposo,
ricamente servido por vasos sanguineos e nervos, participando da regulacdo de temperatura
corporea, termo isolamento, depdsito nutricional e proviséo de energia, além de estar envolvido
no suporte das estruturas subjacentes e protecdo mecanica as pressdes e traumatismos externos
(LEONARDI, 2008).

Figura 2— As células constituintes da epiderme humana.
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Fonte: Amato,2018 (adaptado)
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1.3 Carcinoma Basocelular
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1.3.1 Definicao

O Carcinoma basocelular (CBC) é uma neoplasia cutanea que se origina de células
basais epiteliais pluripotentes imaturas, que perderam sua capacidade de diferenciacdo e
queratinizacdo normais e dos anexos cutaneos (ALMEIDA et al, 2009).

O tipo mais comum de cancer de pele é o Carcinoma basocelular (CBC), seguido pelo
carcinomas espinocelular (CEC), e - o mais fatal - melanoma cutaneo (MC) (KOSINIAK-
KAMYSZ et al, 2012), (figura 3). A incidéncia de ambos os canceres de pele melanoma e néo
melanoma tem aumentado em todo o mundo. Portanto, é de grande importancia obter um

profundo conhecimento de cancer de pele, especialmente sua etiologia (WUNING et al, 2014).

Figura 3— Esquema dos tipos de cancer de pele.

Carcinoma Carcinoma
Espinocelular Basocelular Melanoma

Epiderme — a0

Derme -

\
Hipoderme —|
~

Fonte: DiseaseFix, 2018

O céncer de pele em estagio inicial pode ser facilmente tratado por procedimentos ou
técnicas simples, mas o cancer de pele avangado ndo pode ser tratado de forma eficaz por
qualquer medicacao. Portanto, detectar e tratar a doenca no estagio inicial aumentam as chances
de cura (EINSPAHR,2002; ROSARIO,2011). Ao todo, 80% dos canceres de pele sdo de CBC,
16% séo de CEC e 4% de melanoma (GREENLEE, 2000; MI0OT,2011).



Tipos de cancer de pele

O céancer de pele pode ser de dois tipos, principalmente.

1. Melanoma nao maligno; que é dividido em CBC e CEC Ambos ocorrem principalmente

devido a exposic¢do cronica aos raios UV.

2. Melanoma maligno - MM podem ocorrer devido a intensa exposicdo e queimadura solar
(SHAHEEL, 2011)

Fatores ambientais e genéticos podem estar associados, em ambos os tipos de cancer
(KOSINIAK-KAMYSZ et al, 2012). Condigdes como etnia, idade, género, a capacidade
individual de reparo do acido desoxirribonucleico (DNA), também estdo relacionadas na

literatura como fatores que impactam na incidéncia de Cancer de pele (CHINEM; MIOT, 2011).

A radiacdo UVB gera produtos mutagénicos no DNA, como os dimeros de
ciclodipirimidina, e mutaces em importantes genes reguladores das funcdes celulares
(CHINEM; MIOQOT, 2011). Resulta na ativacdo de protoncogenes e inativacdo de genes
supressores de tumor nos queratindcitos e para a morte celular programada (DOURMISHEV;
RUSINOVA,; BOTEV, 2013). A radiacdo UVA apresenta efeito indireto, gerando radicais
livres citotoxicos e mutagénicos e favorecendo os efeitos da radiacdo UVB. Além disso, a
radiacdo UV tem acdo imunossupressora na pele, comprometendo a atividade de vigilancia
antitumoral local das células dendriticas (CHINEM & MIOT, 2011).

Os danos causados pela radiagdo ultravioleta, ocasionam falhas nos mecanismos de
reparo, diferenciagdo e morte celular que levam a uma desregulacdo que culmina na
multiplicacdo desordenada das células mutadas e consequente formacgdo de tumor. Logo, 0s
sistemas de reparo do DNA desempenham um papel importante na homeostase do genoma,
protegendo-o contra mutagdes que podem levar aos mais diversos tipos de cancer, incluindo
cancer de pele (THE INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,2007;
WUNING et al, 2014).

O tipo mais comum de cancer de pele é o CBC. Geralmente ocorrem em regides da
cabeca e pescoco seguido por tronco e extremidades. Surgem na camada basal da epiderme
(CRAYTHORNE, 2017). Segundo Craythorne (2017) o CBC pode ser classificado em:

a



I

&N
&N

Nodular-ulcerativo

Frequentemente este tipo de CBC se liga a epiderme. Ele é formado por largas ilhas
tumorais na derme. Elas podem ser redondas ou ovais. Este é o tipo de carcinoma basocelular

mais comum
Micronodular

Este tipo de CBC é parecido com o nodular-ulcerativo, porém seus agrupamentos
celulares s&o muito pequenos. E o tipo mais agressivo, podendo se espalhar com maior

facilidade para os arredores.
Pigmentado

No carcinoma basocelular pigmentado, o cancer forma ilhas de tumor redondas ou ovais

de cor escura devido a acimulos de melanina, o pigmento da pele.
Cistico

O carcinoma basocelular cistico possui um formato redondo ou oval largo e em seu

centro existem secrecdes.

1.3.2 Etiologia e fatores de risco

As causas dos CPNM sédo fatores ambientais e intrinsecos do hospedeiro. Fatores
ambientais associados ao CPNM s&o, exposi¢do solar, deplecdo da camada de ozobnio e
exposi¢des quimicas. Fatores intrinsecos do hospedeiro sdo HPV, susceptibilidades genéticas,
tom de pele, e imunossupressao (SALADIE,2005; LEITER,2008; MILLIE,2010).

Os trabalhadores ao ar livre também, sdo mais propensos a cancer de pele, pois podem
ser facilmente afetados pela exposicdo aos raios UV. A alta exposicdo durante os finais de
semanas e feriados também estdo envolvidas em exposicéo cronica da pele a luz ultravioleta
(WIECKER, 2003; RUDIGER, 2011)



1.3.3 Prevaléncia e Epidemiologia

Individuos de pele clara, cabelos ruivos e loiros, olhos azuis ou verdes sdo mais
suscetiveis ao cancer de pele (CLOUGH, 2008; VEIEROD, 2010).

Sinais e Sintomas do Melanoma

- Lesdes com alteragdes no tamanho, forma ou cor;

- Exsudacdo ou sangramento das lesdes;

- LesOes com prurido, duras, formato irregular ou inchadas (SINEAD, 2009).

Para o Brasil, estimam-se 85.170 casos novos de cancer de pele (Tabela 1) néo
melanoma entre homens e 80.410 nas mulheres para cada ano do biénio 2018-2019. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 82,53 casos novos a cada 100 mil homens e 75,84

para cada 100 mil mulheres. E o mais incidente em ambos os sexos (INCA, 2018).

Tabela 1- Estimativa para o ano de 2018 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes
e do nimero de novos casos de cancer, segundo sexo e localiza¢do primaria*

[Extimativa dos Casos Novos
Mulhe
Localizagio Primdria - ulhares
Neoplasia Maligna Capitais Estadas
Taxa Taxa Taxa Taxa
Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada

Carpa do Utera
Pele Melanoma

Ouiras Localizgtes

Todas 2= Neoplasizs, excetn
Pele nao Melanoma

Pale ndo Malanoma

Todas as Meoplasizs Malignas.

Todas as Neoplasias Malignas

Corrigidas para Sub-Regisiro
*Populaiia padrda mundial (1960). ¢ *Homens aredondados para mdlliplas de 10.

Fonte: INCA, 2018
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O céancer de pele ndo melanoma é o mais incidente em homens nas Regides Sul

I

(160,08/100 mil), Sudeste (89,80/100 mil) e Centro-Oeste (69,27/100 mil). Nas demais @]

Regides, Nordeste (53,75/100 mil) e Norte (23,74/100 mil), encontra-se na segunda posicéao.
Entre as mulheres, é 0 mais incidente em todas as Regifes do pais, com um risco estimado de
97,46/100 mil na Regiéo Sul; 95,16/100 mil na regido Sudeste; 92,66/100 mil na Regido Centro-
-Oeste; 45,59/100 mil na Regido Nordeste; e 27,71/100 mil na Regi&o Norte (INCA, 2018).

Quanto ao melanoma, sua mortalidade € elevada, porém sua incidéncia € baixa (2.920

casos novos em homens e 3.340 casos novos em mulheres). As maiores taxas estimadas em

homens e mulheres encontram-se na Regido Sul (INCA, 2018).

Na Paraiba, o cancer de pele ndo melanoma ocupa a segunda posicdo (Tabela 2) com

maior nimero de casos estimados para o0 ano de 2018, perdendo apenas para o cancer de prostata
nos homens. (INCA, 2018).

Tabela 2- Estimativa para o ano de 2018 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes
e do nimero de novos casos de cancer, segundo sexo e localizacdo primaria*Jodo pessoa-PB

Lecalizacha Primaris
Hesglasia Maligna

* Populagio padrin rusdial {1960, § “Himens sedondadas sar stk d 10,/
Fonte: INCA, 2018
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1.4 Via Hedgehog

O funcionamento da via Hedgehog (HH) foi, inicialmente, descrito em estudos com
Drosophila, porém grande parte dos componentes desta via sdo preservados em humanos
(KOGA et al, 2008).

A via Hedgehog (HH) desempenha um papel de destaque no desenvolvimento
embrionario de invertebrados e vertebrados, através da secrecdo de proteinas que controlam
autocrina e paracrinamente, a proliferacdo e diferenciacdo celular (VORECHOVSKY et al,
1999).

Muitos defeitos embrionérios e doencas resultam de mutacfes nesta via (CHANG-
CLAUDE et al, 2003), de modo que a regulacéo temporal e espacial da sinalizacdo SHH é a
essencial para a organogénese adequada.

A familia HH dos vertebrados é representada, principalmente, por 3 componentes,
Desert Hedgehog (DHH), Indian hedgehog (IHH) e Sonic hedgehog (SHH), que s&o expressos
em diferentes fases da ontogenia, em diferentes tecidos e podem ter func@es bioldgicas distintas.
Estes se ligam e inativam o receptor transmembrana Patched (PTCH). PTCH é uma proteina
transmembrana de doze passagens que, em condi¢cbes normais, inibe constitutivamente a
proteina Smoothened (SMO). Quando o SHH se liga ao PTCH, as intera¢cbes PTCH-SMO séo
alteradas de forma que o SMO deixa de ser reprimido, o que leva a ativacdo de um ou mais
membros da familia de fatores de transcri¢cdo GLI1, GLI2, GLI3.

Apds essa ativacdo, as proteinas Gli sdo translocadas para o nicleo onde irdo controlar
a transcricdo de genes alvo (figura 4). GLI1 representa o principal ativador dos genes- alvos da
via SHH GLI3 atua, principalmente, como repressor; enquanto GLI2 pode exercer ambas
funcbes (THOMAS ZI et al, 2011).

Figura 4- Esquema representativo da via Hedgehog
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Fonte: CHINEM,2011
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A caracterizacdo das proteinas SHH, SMO e GLI1 como protoncogenes e PTCH como
supressor tumoral, possui um papel importante via da oncogénese. As primeiras evidéncias de
envolvimento da via SHH no desenvolvimento de tumores foi demonstrado em Carcinomas
Basocelular (CBC) esporadicos e associados a Sindrome do Carcinoma Basocelular Nevoide
(SCBCN) (KOGA et al, 2008). Desde entdo, a mutacdo da via HH tem sido relacionada com
um numero crescente de tumores humanos, como cancer de prostata, estbmago, sistema

nervoso, pulmao, cdlon, eséfago e pancreas (RIOBO et al, 2006).

Pouco se sabe sobre o mecanismo pelo qual o ligante HH atua nas células cancerigenas,
mas tem sido sugerido que a superexpressao de ligante HH também pode exercer papel
relevante para a proliferacdo e sobrevivéncia do tumor e metastases. Sabendo-se dessa
participacdo da via SHH no desenvolvimento e progresséo tumoral, muitos estudos atualmente,
analisam esta via para entender a proliferacao das células tumorais, seu prognostico e possiveis
tratamentos (CHARI; MCDONNELL, 2007).

1.4.1 Gene SMO

O gene SMO codifica uma proteina chamada smoothened e essa proteina tem papel
importante na via de sinalizacdo hedgehog, participando do desenvolvimento embrionario que
quando alterado, pode levar ao aparecimento de tumores e malformagdes (ATHAR et al, 2006).
Normalmente essa proteina estd acoplada a proteina patched, regulando a proliferacéo celular.
O gene SMO pode funcionar como um oncogéne. Mutagdes neste gene podem levar a uma
ativacdo irregular da via de sinalizacdo hedgehog com surgimento de tumores como CBCs
(DAYA-GROSJEAN, 2005).

A ativagdo desta via ocorre pela interacdo do ligante SHH com o receptor
transmembranico Patched (Ptch). A proteina Ptch, ao ligar-se a SHH, libera a proteina
transmembrana Smoothened (Smo) cuja atividade encontra-se previamente suprimida. Uma
vez ativada, a proteina Smo altera o destino de proteinas citoplasmaticas da familia Glioma-
associated oncogene (Gli). As proteinas Glil e Gli2 migram para o nucleo celular, onde atuam
como um ativador dos genes alvo (Shh, Ptch, Gli), enquanto a proteina Gli3 age como inibidor.
O supressor de proteinas fused (SUFU) também tem importante papel na patogénese do CBC
ao ligar-se a proteina Gli no citoplasma e no nucleo prevenindo esta de ativar os genes alvo
desta cascata (WICKING, 1999; EVANGELISTA,2006).
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A inativacdo Ptchl/SMO pode ocorrer por diferentes processos: reducdo da dosagem
genética por haploinsuficiéncia (perda de um alelo funcional), anulagéo dessa dosagem genética e~
(uma segunda alteracéo age sobre a primeira e inativa os dois alelos) e o silenciamento do gene,
(Figura 5) em que uma hipermetilacdo no gene pode causar perda de funcéo dos alelos sem
perder a carga genética (alteracdo epigenéticas) (MENDES, 2010).

Figura 5 — Vaérios mecanismos podem inativar um gene. Um mecanismo comum de

silenciamento epigenético é a metilacdo de uma regido promotora de um gene.
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A proteina codificada por este gene (SMO) é um receptor acoplado a proteina G que
interage com a proteina patched, um receptor para proteinas da via de sinalizacdo
hedgehog. A proteina codificada traduz os sinais para outras proteinas apos a ativacdo por
um complexo proteico hedgehog / proteina patched (OPENSTAX COLLEGE,2015).

Em humanos o gene SMO estd localizado citogeneticamente na regido
7032.1; cromossomo 7, brago longo(q), na regido 3, banda 2, sub-banda 1(figura 6).

Localizacdo Molecular: pares de bases 129,188,872 a 129,213,548 no cromossomo
7 (NCBI,2018)

Os dois polimorfismos de interesse neste estudo se encontra nessa regido cromossomica.

Figura 6 - Localizacdo do gene SMO no genoma humano.

Fonte: Genome Decoration Page / NCBI

1.5 Polimorfismos de Nucleotideo Unico (snp)

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) sdo posi¢des Unicas de pares de bases no
DNA genémico com sequéncias de diferentes alternativas existentes em individuos normais de
alguma populacdo, em que o alelo menos frequente tem uma abundéancia de 1% ou superior
(BROOKES, 1999). Isso indica que polimorfismos ndo sdo mutacdes pontuais, mas mutacoes
que se estabeleceram em pelo menos 1% na populagé&o.

Conforme Brookes (1999), os SNP podem ser bi-, tri-, ou tetra-polimorfismos alélicos.
No entanto, nos seres humanos, os SNP tri-alélicos e tetra-alélica sdo raros quase ao ponto de
ndo existéncia.

A maior incidéncia na populagdo sugere que um polimorfismo ocorre naturalmente, ou
com um efeito neutro ou benéfico. O SNP exemplifica o polimorfismo mais comum, podendo
surgir a cada 1000 pares de bases do genoma humano, e é normalmente encontrado em areas

que ladeiam genes codificadores de proteinas — regides reconhecidas como criticas para a
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https://ghr.nlm.nih.gov/chromosome/7

ligacdo e regulagdo de microRNA a expresséo do gene/proteina. Os SNPs também podem estar
presentes em sequéncias ndo codificantes, introns, ou em regides intergénicas. Essas variacoes @\]
no genoma podem ser alvo de estudo como propensas a susceptibilidade a doencas, incluindo

o cancer. (KARKI et al, 2015)

O reparo do DNA é essencial para manter a estabilidade genémica e sobrevivéncia da
célula. No entanto, polimorfismos em genes de reparo de DNA e as taxas de muta¢Ges podem
resultar em diferencas individuais na atividade de reparo e estas podem ser utilizadas para
prever a susceptibilidade a determinados tipos de cancer, incluindo cancer de pele (ZHANG,
2011).

A descoberta de milhdes de polimorfismos genéticos no genoma do ser humano
desencadeou a esperanca de que essas variacdes nas sequéncias de DNA sdo a base das
variacdes interindividuais e sera util para a avaliacdo de risco e tratamento de doencas, incluindo
cancer. Se considerar que todos os gendtipos de um individuo podem tecnicamente ser descritos
e, a partir deste conhecimento, extrapolar a atividade funcional potencial, também conhecido
como o fen6tipo (DECORDIER et al, 2010).

De acordo com Pesz (2014), estudos de caso tém investigado a influéncia de varios
SNPs no desenvolvimento de CBC. O mesmo autor; observa em seu estudo que um Unico gene
de cada vez pode ndo revelar associacfes de que um SNP pode transmitir um efeito suficiente
no desenvolvimento do CBC, contudo pode haver um efeito aditivo ou mais pares de SNPs que

podem influenciar o risco de CBC.

Uma vez que os SNPs podem determinar o grau de diversidade genética existente em
uma determinada populacdo, estes podem ser utilizados como marcadores genéticos, com
finalidade de contribuir para o prognéstico de pacientes susceptiveis a desenvolver CBC, e
explicar a evolucdo clinica e resposta terapéutica dos individuos acometidos pela doenca
(NELSON; COX 2014)



2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a Genotipagem dos SNPs do gene SMO RS769334511 e RS749414966, em

amostras de Carcinoma basocelular.

2.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer a frequéncia alélica dos SNPs RS79334511 e RS749414966 em amostras

de Carcinoma basocelular;

- Estimar a associacdo dos SNPs dos genes em questdo a susceptibilidade ao

desenvolvimento de Carcinoma basocelular.

o
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3.MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Atendendo as resolugBes n° 196/96 e 466/12 do Conselho Nacional de Salde e suas
complementares, que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos e
armazenamento de material biologico, o presente estudo faz parte do projeto tematico aprovado
pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da
Paraiba — UFPB sob o c6digo CAAE:36522614.2.3001.5883.

3.2 Amostras

No presente estudo foram analisadas 100 amostras de tecido parafinado com tempo
superior a cinco anos do banco de laudos expedidos pelo Laboratério UNILAB/ Jodo Pessoa -
PB, com diagndstico histopatologico de Carcinoma Basocelular e informacdes sobre idade,
género, localizacdo do tumor e tipo histoldgico (Tabela 3). Nesse estudo foram analisadas 100

amostras para cada polimorfismo.

Tabela 3 - Dados histopatoldgicos das amostras de Carcinoma Basocelular

i
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AMOSTRA SEXO IDAD LOCALIZA(;AO DA TIPO HISTOLOGICO
E NEOPLASIA

1. CBC Feminino 78 Orelha esquerda Esclerodermiforme
PB

2. CBC Masculino 65 Regido molar esquerda Nodular ulcerado
PB

3. CBC Masculino 78 Orelha direita Nodular ulcerado
PB

4. CBC Feminino 77 Regido temporal esquerda Superficial
PB

5. CBC Masculino 66 Orelha esquerda Nodular ulcerado
PB

6. CBC Feminino 57 Partes Moles do Nariz a Esclerodermiforme
PB esquerda

7. CBC Masculino 70 Partes moles da orelha Nodular
PB direita

8. CBC Masculino 51 Ombro Direito Nodular
PB

9. CBC Feminino 63 Dorso do nariz Nodular
PB

10.CBC Masculino 85 Partes moles do nariz Superficial
PB




Continuacéo da tabela 3

11.CBC
PB
12. CBC
PB
13.CBC
PB
14.CBC
PB
15.CBC
PB
16. CBC
PB
17.CBC
PB
18.CBC
PB
19.CBC
PB
20. CBC
PB
21.CBC
PB
22.CBC
PB
23.CBC
PB
24.CBC
PB
25.CBC
PB
26. CBC
PB
27.CBC
PB
28.CBC
PB
29.CBC
PB
30.CBC
PB
31.CBC
PB
32.CBC
PB
33.CBC
PB
34.CBC
PB
35.CBC
PB

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

78

78

53

92

65

58

58

61

45

58

58

55

80

74

53

74

57

78

53

Regido molar esquerda
Ponta nasal
Palpebra inferior do olho
Regido molar direita
Orbita esquerda, canto
lateral
Nariz Esquerdo
Partes moles nariz direito
Regido molar esquerdas
Ombro direito
Sulco nasolabial esquerdo
Partes moles do nariz
Braco direito
Pescoco
Labio superior esquerdo
Dorso nasal
Orelha esquerda
Orelha esquerda
Partes moles do nariz
Orelha direita
Orelha direita
Partes moles do nariz
Regido molar esquerda
Regido maxilar esquerda
Joelho direito

Parede toracica

Superficial
Nodular
Nodular

Nodular ulcerado
Nodular
Nodular pigmentado
Superficial multifocal
Superficial pigmentado
Superficial multifocal
Nodular
Nodular
Superficial multifocal
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular ulcerado
Nodular
Nodular ulcerado
Nodular ulcerado
Nodular
Basoescamoso nodular
Nodular pigmentado
Infiltrado tecido fibroso
Nodular

Pigmentado ulcerado

3c



Continuacéo da tabela 3

36. CBC
PB
37.CBC
PB
38. CBC
PB
39. CBC
PB
40. CBC
PB
41. CBC
PB
42. CBC
PB
43. CBC
PB
44, CBC
PB
45. CBC
PB
46. CBC
PB
47.CBC
PB
48. CBC
PB
49. CBC
PB
50. CBC
PB
51.CBC
PB
52.CBC
PB
53.CBC
PB
54.CBC
PB
55.CBC
PB
56. CBC
PB
57.CBC
PB
58.CBC
PB
59.CBC
PB
60. CBC
PB

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

82

68

59

47

81

77

70

66

69

62

71

62

33

36

89

58

77

68

63

60

66

88

88

52

83

Partes moles do nariz a
direita
Partes moles do nariz
Orbita esquerda, canto
lateral
Nariz esquerdo
Abdome
Orelha direita
Nariz a direita
Regido retro auricular
direita
Dorso nasal
Canto medial do olho
direito
Canto interno do olho
esquerdo
Face esquerda
Regido temporo-frontal
Nariz
Regido pré-auricular
Malar esquerdo
Nariz
Mento esquerda
Regido cervical
Regido fronto-temporal
Nariz
Olho
Torax

Ombro direito

Nariz

Nodular pigmentado
Nodular
Superficial pigmentado
Nodular
Nodular
Ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular, pigmentado
Nodular
Nodular
Nodular pigmentado
Nodular ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular pigmentado
ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular
Superficial, multifocal

Nodular
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Continuacéo da tabela 3

61. CBC Feminino
PB

62. CBC Masculino
PB

63. CBC Masculino
PB

64. CBC Feminino
PB

65. CBC Masculino
PB

66. CBC Feminino
PB

67. CBC Feminino
PB

68. CBC Masculino
PB

69. CBC Masculino
PB

70.CBC Feminino
PB

71. CBC Masculino
PB

72.CBC Masculino
PB

73.CBC Feminino
PB

74. CBC Feminino
PB

75. CBC Masculino
PB

76. CBC Feminino
PB

77.CBC Masculino
PB

78. CBC Masculino
PB

79. CBC Feminino
PB

80. CBC Feminino
PB

81. CBC Masculino
PB

82.CBC Feminino
PB

83.CBC Masculino
PB

84. CBC Masculino
PB

85. CBC Masculino
PB

78

72

62

76

70

63

69

86

82

66

89

94

74

70

86

70

94

66

36

70

53

69

62

39

88

Tempora esquerda
Mandibular
Nariz
Labio superior esquerdo
Nariz
Regido molar direita
Dorso nasal
Regido pré-auricular
direita
Canto interno do olho
direito
Sulco nasolabial direito
Regido temporal direita
Pele esternal
Regido infra palpebral
Asa nasal direita
Regido mandibular direita
Zigomatico
Orelha direita
Nariz
Dorso do nariz
Peitoral esquerdo
Pescoco
Couro cabeludo
Nariz

Pele fronte

Pescoco

Nodular

3

Nodular
Esclerodermiforme
Nodular
Nodular
Nodular pigmentado
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular
Superficial
Nodular
Nodular ulcerado
Nodular pigmentado
Nodular pigmentado
Superficial
Nodular pigmentado
Nodular
Nodular pigmentado
Superficial
Nodular
Esclerodermiforme
Superficial

Esclerodermiforme ulcerado



Continuacéo da tabela 3

86. CBC Feminino 83 Peri orbitaria direita Es]clerodermiforme
PB ulcerado

87.CBC Masculino 77 Nariz Nodular ulcerado

88. EIZC Feminino 72 Nariz Nodular

89. E%C Feminino 68 Malar direita Nodular

90. EIZC Feminino 68 Canto do olho Nodular

91. E%C Feminino 67 Face Nodular

92. (P:EIE;BC Masculino 51 Pescoco Nodular

93. (P:BBC Feminino 75 Orelha Nodular esquerdo

94. (P:EIE;BC Feminino 40 Labio superior esquerdo Nodular

95. (P:BBC Masculino 71 Orbita esquerda Nodular

96. (P:EIE;BC Feminino 57 Nariz Nodular

97. (P:BBC Feminino 65 Orbita Nodular

98. (F_",BBC Masculino 64 Nariz Superficial

99. CP:BBC Feminino 56 Malar direita Esclerodermiforme
1OO.(I:3I§C Feminino 78 Nariz Nodular ulcerado

PB

Fonte: Dados da pesquisa

3.3 Biologia Molecular

3.3.1 Extragdo do DNA

As amostras foram submetidas a extragdo do DNA, no Laboratorio Biologia Molecular
Estrutural e Oncogenética (LBMEO) do Departamento de Biologia Molecular da Universidade
Federal da Paraiba — UFPB.

As amostras de tecido parafinado foram submetidas & extragdo do DNA segundo Shang-
Rong Shi et al (2002), utilizando-se de 5 a 8 cortes histologicos com 3um de espessura cada.
Os cortes histoldgicos foram adicionados em microtubos de 1,7mL e sofreram lavagens de xilol
aquecido para retirada da parafina do tecido como descrito por Shang-Rong Shi et al (2002),

apos o processo de lavagem por xilol e amostra seca foi adicionado 1mL de tampé&o de Extracdo
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(Tris/THCL 0,01M; Sacarose 0,32M; MgCI2 5mM; Triton X-100 1%, KCI 50mM, NP-40™ "
0,45%; Tween 20 0,45%) e adicionados 5uL de proteinase K (10 mg/mL) e aquecidas a 55°C ¢y
por 3 horas.

Decorrido este tempo, foram adicionados 1,5mL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1). Neste novo passo, a mistura sofreu inversdes suaves por aproximadamente 5 minutos
para a completa homogeneizacdo. A solugdo homogeneizada foi centrifugada a 3000rpm por
10 minutos e o sobrenadante foi transferido para outro microtubo de centrifuga, onde foram
adicionados 1,5mL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Este microtubo também sofreu
inversGes suaves até sua homogeneizacdo. Neste ultimo procedimento (cloroférmio/alcool
isoamilico), o sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde foi adicionado um
volume de acetato de aménio 7.5M equivalente a um terco do volume do sobrenadante.

Para precipitacdo do DNA foi adicionado 1ml de alcool etilico gelado e foi realizada a
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos. O DNA foi desidratado em estufa a 60°C. Apos a
secagem o DNA foi ressuspendido em 500l de agua Milli-Q estéril.

3.3.2 Validacao in Silico

3.3.2.1 Técnica e desenho dos iniciadores

A técnica utilizada no projeto foi o método de genotipagem Didesoxi Unico Alelo
Especifico PCR (Didesoxi single Allele-specific PCR- DSASP) desenvolvida por Lima et al
(2015). Os iniciadores foram desenhados por validagao in silico com auxilio de bancos de dados
e software de analise de alinhamento de sequéncia como: National Center for Biotechnology
Information(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/;  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),

Ensembl (http://www.ensembl.org), GeneRunner (http://www.generunner.net/).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
http://www.generunner.net/)
http://www.generunner.net/)
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3.3.2.2 Método Didesoxi Unico Alelo Especifico PCR (Didesoxi single Allele-specific PCR-
DSASP o

O método DSASP se apresenta como um novo método de genotipagem e consiste em
desenhar o iniciador e sequencias complementares especificos, apresenta alta sensibilidade e
pode ser usada para qualquer polimorfismo de base Unica.

A genotipagem pelo método DSASP deve considerar as seguintes recomendacdes:

1. A incorporagdo do ddNTP especifico nunca deve ocorrer entre 0 SNP de interesse e 0

primer.

2. O ddNTP especifico deve ser incorporado na posi¢do do SNP do alelo de interesse.

3. O produto de amplificacdo por PCR assimétrica sera hibridizado com a sua sequéncia
complementar e deve gerar fragmentos de cadeia dupla com tamanhos e Tm diferentes;
cada fragmento ou Tm corresponde ao seu alelo especifico, o que permite a
discriminacdo do alelo.

O método DSASP foi padronizado para os SNPs dos genes SMO RS769334511 e
RS749414966, ver tabela 3.

Quadro 1 - Genes e seus respectivos polimorfismos, bem como a sequéncia dos iniciadores e
sequencia complementar especifica para cada polimorfismo amplificado pelo método DSASP.

G
e SNPs Alelos | Didesoxi Iniciadores/ Sequéncias complementares
n
e
S RS769334511 A/C A 5" -GGCATAGGTGAGGACCACAAACCAAA-3’ 26pb
M 5’ -TGKGGTTTGGTTTGTGGTCCTCACCTATGCC-3" 31pb
8)
5’ -AAGTCAGGCCAGCCCCGCTCCCTCT-3’ 25pb
S RS749414966 T/C T 5" -GTGCCRTCGTGGAGAGGGAGCGGGGCTGGCCTGACTT-37pb
M
[0)

Fonte: Dados da besquisa. '



3.3.2.3 SNP rs769334511 do gene SMO —
0
o

Polimorfismo de substitui¢do de Valina para Glycina no codon 329 (Val329Gly). Abaixo segue
a sequéncia do genoma flanqueada e a localizacdo do polimorfismo K= G ou T (Figura 7).
Coordenadas gendmicas: 129206215 (ENSEMBL, 2018).

Figura 7- Sequencia genoma de referéncia e o polimorfismo em destaque

Variants  Focus variant Missense [llle=is[b)l |Synonymous

Markup  loaded

— T T

FLGGEAGGRRGECTHRAGTATANGT TTRCCCCARARGERECAGETECHTRTARRACCERG
ETCCAGGGCAGEATCTGECTCIGCCCTACTRCATACTECATGCARGATCTCCAGTGTTAG
GRTCTREETTTC ETGGTTTGTATCTECTCARRGEEEORGCTCNRE
GAECCICCTCAGATCTREE TCTCCARGCCCTGACTRCTEEERRCCTCONE
ACCTCA "'EC"'TCAGCGTC"GCG"-—‘CAGG..—:TGGGCAU:—‘C._A._Ea'na_-\GaCnaTncaﬂnu
LE TG E i eﬂulahbn s

Lercuururcion et o s pNCTICRTeNy NN CX MR RS X C ueE
ATCATCITIGTICATCGTGTA TOGCTGETCEGEITIGGTIITGTIGETICCTC

ACCTATRCCTGECEEACT TCCTTCRRAGCCCTBEECACCACCTACCARCCTCICTCEEEC

L 'H'u_'lu(_.n LA =y -\L._,J.En_-ll[_,r& I 0o 0 R N A0 I 00 gt N O L 00 I 0 - L A
IWECGGETGAGTTTS
TTCCTECTGCAGETGRATGEGEN
CCGATACCGTGCHEGCTTEET

auCAIT"GT"TTGICGaH_

Fonte: Ensembl release 94 - October 2018 © EMBL-EBI

3.3.2.4 SNP rs749414966 do gene SMO

Polimorfismo de substituicdo de Valina para Glycina no cdédon 156 (lle156Val). Abaixo segue
a sequéncia do genoma flanqueada e a localizacdo do polimorfismo R= A ou G (Figura 8).
Coordenadas gendmicas: 129203518 (ENSEMBL, 2018).

Figura 8- Sequencia genoma de referéncia e o polimorfismo em destaque

Variants  Focus variant Missense Synonymaous

Markup loaded

e s CATTTTIGT T TR TCACARTCACT TCTGEETTCTACTGECATTGAGTTE
CTAGTETC 'G‘:...—;TCCA' GG \GTCCTATGGTATRRRGIRCTGTCCTECCT
CTETTEAGRARCRCHGTRCT GICTGACCAGTGATGGECTSCASTATE
GGCCTGEAGEACAGEEET GARGCTGUAICTGTGGETCAGRGTGAEGAGEEGCCTT
—— — i

erd

el
&

T2
TEECTET TGEETE
SCCTATCARGRASTTTOTCATATAT TIRTT

GGGAGTTAAGECOECGRGIGTS

Fonte: Ensembl release 94 - October 2018 © EMBL-EBI



3.3.2.5 O método DSASP e suas condic¢bes

As condicbes da PCR

A PCR foi realizada num volume final de 25ul para cada reagéo; contendo 200pM de
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) + o didesoxinucleotideo de interesse (ddATP,
ddTTP) 4ul, 10X PCR Tampdo sem Mg 3pl, cloreto de magnésio MgClI2 50mM 2ul, DNA
concentrado a 100ng/pl 2ul, 200pM (2ul) iniciadores (Tabela 3), lunidade (0,2ul) AmpliTag
Gold (Life Technologies - Carlsbad, CA), completando a reacdo com 11,82ul de agua Ultra
pura (ver quadro 2).

Quadro 2 - Protocolos para PCR assimétrica e amplificacdo dos SNPs nos gene SMO

GENE PCR SMO SMO
SNPs rs769334511 rs749414966
H20
11,8 ul 11,8 ul
Preparo da Tampao
Reacéo 3ul 3ul
MgCI2
2 ul 2 ul
DNTP+ddNTP
4ul 4 ul
Iniciador
2 ul 2 ul
Taq 1U (0,2 pl) 1U (0,2 ul)
DNA 2ul 100ng/pul 2ul 100ng/pul
Volume final
da reacdo 25ul 25ul

Fonte: Oliveira, PJR 2018
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As condicBes da PCR assimétrica foram as seguintes: uma pré-desnaturacdo durante 3
minutos a 94°C e 40 ciclos de 94°C durante 45 segundos de 62°C durante 30 segundos e 72°C <

durante 90 segundos com uma ultima extensdo de 10 minutos a 72°C.

As condiges de hibridacao

O produto da amplificacdo por PCR de cada amostra foi submetida ao protocolo de
hibridacdo sob as seguintes condic¢des: 200pM da sequéncia complementar, a 90°C durante 01

minuto e 12°C durante 20 minutos.

Analise da Curve Melting

A andlise da curva de Melting para determinacdo da Tm foi realizada no equipamento
7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - Carlsbad, CA), seguindo, as condicdes:
Pré-aquecimento a partir de 25°C a 95°C durante 1 minuto, dobrando até 60°C para 5 minutos,
e um aquecimento gradual (1°C por minuto) até uma temperatura de 95° C durante 5 minutos.
Para analise da curva de Melting foi utilizado mistura de SYBR Green 40X e Rox 1X (Life
Technologies - Carlsbad, CA).

34 Analise estatistica

Nas amostras de Carcinoma Basocelular foram calculadas as frequéncias alélicas e
testadas quanto ao seu equilibrio segundo a lei de Hardy-Weinberg (HWE). Dessa forma, a lei
de Hardy-Weinberg forneceu as frequéncias alélicas esperadas como controle.

Para verificar a distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos na populacdo estudada e
a distribuicéo de idade, sexo, localizagdo do tumor e tipo histoldgico na populacéo de pacientes;
foi utilizado o teste do Qui-Quadrado (X2) ou, quando necessario, o teste Exato de Fisher. Para

todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.



4. RESULTADOS —
i
<

4.1 Associacao dos SNPs nos gene SMO com o risco de CBC

Foram analisadas 100 amostras de pacientes do Estado da Paraiba com Carcinoma
Basocelular para cada polimorfismo, totalizando 200 alelos para cada SNP estudado. (Tabela
4).

Os dois polimorfismos estudados; rs769334511 e rs749414966 do gene SMO
mostraram-se associados ao desenvolvimento de CBC nas amostras analisadas, estando ambos

fora do equilibrio de Hardy-Weinberg (X?

Tabela 4 - Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica dos SNP nos genes estudados.

POLIMORFISMOS  GENOTIPOS (%) FREQUENCIA X2 P-VALOR
ALELICA
RS769334511 A/A  AIC CIC A C

43 26 32 0,55 0,45 23,11 0,0001

RS749414966 T/T TIC CIC T C
20 15 66 0,27 0,73 39,91 0,0001

Fonte: Oliveira PJR, 2018

A frequéncia genotipica do polimorfismo rs769334511 do gene SMO foram as
seguintes: 43% (n=43) de A/A (Val/Val/), 26% (n=26) de A/C (Val/Gly) e 32% (n=32) de C/C
(Gly/Gly). As frequéncias genotipicas do polimorfismo rs769334511, indica que estdo em
desequilibrio de Hardy-Weinberg (X2=23.11 e P<0,0001); revelando uma associa¢do com a
incidéncia de CBC. A temperatura de Melting (Tm) observada do alelo A variou entre 72°C e
74°C, enquanto que o alelo C apresentou Tm de 75°C a 78°C (Figuras 9,10 e 11) além de
apresentar ocorréncia de heterozigoto. O polimorfismo rs749414966 do gene SMO, também
apresentou-se estatisticamente em desequilibrio de Hardy-Weinberg, com uma associa¢cdo
significativa com o risco de desenvolvimento de CBC (X2=39,91 e P<0,0001). A frequéncia
genotipica foi: 20% (n=20) de T/T (lle/lle), 15% (n=15) de T/C (lle/Val) e 66% (n=66) de C/C
(Val/Vval). A Temperatura de Melting observada do alelo T foi 78°C e 80°C para o alelo C;
também houve ocorréncia de heterozigotos. (Figuras 12, 13e 14).



Figura 9 - Curva de Melting representando o gendtipo A/A do SNP rs769334511 do gene SMO.
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Figura 10 - Curva de Melting representando o genotipo C/C do SNP rs769334511 do gene
SMO.
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Fonte: Oliveira, PJR 2018



Figura 11- Curva de Melting representando o gendtipo A/C do SNP rs769334511 do gene
SMO.
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Figura 12 - Curva de Melting representando o genotipo T/T do SNP rs749414966 do gene SMO.
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Figura 13 - Curva de Melting representando o genotipo C/C do SNP rs749414966 do gene

[ I
SMO. e
<
Melt Curve
i
i
35 H
." \
L]
| {
| |
3.0 f [
1'! .
[T
I.’ ' ll
_ L N HTENER
&
5 // \
’é 2.0 |
& [ 52 55 3 8 \
= \_/ ' \ / ||
g | T =~ ‘
1.5 (
|
I
{
|
1.0
1 |
|
| |
|
|
\
\
\
685.0 70.0 75.0 80.0 85.0 an.o 950
Temperature (“Ca)1 ¢

Fonte: Oliveira, PJR 2018



Figura 14 - Curva de Melting representando o genotipo T/C do SNP rs749414966 do gene
SMO.
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4.2 Dados demograficos e histopatoldgicos — Teste de Fisher

o0
<

Quando analisada a associacao dos genotipos encontrados para 0 SNP rs769334511

(A>C) no gene SMO e as variaveis género, faixa etéria, localizacdo anatdbmica da neoplasia

e tipos histopatologicos, nao foi observado significancia estatistica (P>5%) para todas as

variaveis citadas, que as relaciona-se ao CBC. (Tabela5).

Tabela 5 - Dados demogréaficos e histopatoldgicos associados com a variagcdo genotipica do

SNP rs769334511 (A>C) e susceptibilidade ao CBC.

SMO rs769334511 (A>C)

Variavel Total Gendtipo Gendtipo Gendtipo | P-valor
A/A A/C CIC
Género 100
Feminino 55 (55%) 22 14 18 =0.9668
Masculino 45(45%) 21 12 14 (96,6%)
Faixa etéria
30-50 06(06%) 2 1 3
51-70 52(52%) 23 12 17 _ 0.8189
71-100 42(42%) 17 13 12 (81,8%)
Localizacdo anatémica
Cabeca e pescoco 89(89%) 39 22 28
Tronco 6(6%) 2 3 1
Membros superiores 4(4%) 2 0 2 =0.7770
Membros inferiores 1(1%) 0 1 0 (77,7%)




Continuacéo da tabela 5

Tipos histopatolégicos —
(o))
<
Nodular 64(64%) 28 20 16
Esclerodermiforme 7(7%) 2 2 3
. =0.5521
Superficial 14(14%) 6 2 6 (55,21%)
Infiltrante 1(1%) 0 0 1
Ulcerado 14(14%) 8 2 4

Fonte: Oliveira PJR, 2018.

Em relacdo aos gendtipos encontrados para 0 SNP rs749414966 (T>C) do gene SMO

ndo foi observada significancia estatistica para as varidveis; género, faixa etaria e tipo

histopatoldgico, (P>5%). No entanto, para a variavel localizacdo anatébmica, (p<5%), foi

constatada significancia estatistica que pode indicar uma correlacdo com o CBC (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados demograficos e histopatologicos associados com a variacdo genotipica do

SNP rs749414966 (T>C) e susceptibilidade ao CBC

SMO rs749414966 (T>C)

Variavel Total Genotipo Genotipo Genotipo P-valor
TT TC CC
Género 100
Feminino 55 (55%) 8 6 41 =0.3176
Masculino 45(45%) 10 8 27 (31,76%)
Faixa etaria
30-50 06(06%) 1 0 5 — 0.9286
51-70 52(52%) 11 9 32 (92%)
71-90 42(42%) 7 7 28




Continuacéo da tabela 6

Localizacdo anatémica -Q_
Cabeca e pescoco 89(89%) 16 9 64 LN
Tronco 6(6%) 1 4 1 =0.0105
Membros superiores 4(%) 1 1 2 (1,05%0)
Membros inferiores 1(1%) 0 0 1
Tipos histopatoldgicos
Nodular 64(64%) 10 8 46
Esclerodermiforme 7(7%) 1 2 4
=0.2893
ici 2 2 10
Superficial 14(14%) (28%)
Infiltrante 1(1%) 0 1 0
Ulcerado 14(14%) 5 2 7

Fonte: Oliveira PJR, 2018



5. DISCUSSAO

A via Sonic Hedgehog (SHH) vem sendo associada ja a bastante tempo com o
diagnostico de diversas neoplasias malignas, em especial os casos de Cancer Basocelular.
Estudos in vitro e em modelo animal tem sugerido o potencial para tratamentos, da inibi¢do de
alvos moleculares desta via. A associagdo entre a via e progressdo neoplésica € relativamente
bem documentada para tumores de CBC, no entanto a literatura ainda € restrita sobre SNPs e
sua relacdo com este tipo de neoplasia.

A literatura evidencia que o CBC se origina a partir de células pluripotentes imaturas
da epiderme interfolicular e células presentes no revestimento exterior do foliculo capilar
(YOUSSEF et al., 2010). Estudos sugerem ainda que, a via de sinalizacdo Hedgehog (HH) esta
ativa em diferentes compartimentos da epiderme e na expressdo das citoqueratinas
(ARMSTRONG & KRICKER, 2001).

Logo, a via de sinalizacdo celular HH desempenha um papel crucial nos padrées de
desenvolvimento e organogénese do tecido epitelial em estagios iniciais, bem como na sua
funcdo de reparacao e manutencdo (VORJASOLO & TAIPALE, 2008).

A via de sinalizacdo HH é composta de trés ligantes segregados (Sonic HH, Indian
HH, e Desert HH), um receptor de regulagdo negativa (PTCH1), um receptor de regulacéo
positiva (SMO), fatores oncogénicos associados com glioma (GLI), e fatores de transcri¢do
associados a proteina SMO (Gli1, Gli2 e Gli3) (JOHNSON et al., 1996).

Quando mutacdes ocorrem no gene PTCHL, o seu efeito inibidor sobre a proteina SMO
é perdido; mutacdes diretamente na SMO também inviabilizam o controle da via HH; em ambos
0s casos, ocorre ativacao descontrolada do fator de Gli-1, que induz a transcricdo de varios
oncogénes envolvidos no desenvolvimento de CBC, o que resulta na proliferacdo descontrolada
de células epiteliais, e consequente formacao de tumor (CHINEM & MIOT, 2011).

A ativacdo desordenada da via de sinalizacéo celular HH tem sido implicada em mais
de 30% de todas as carcinogéneses; ndo apenas de cancer de pele, mas em outros canceres
humanos, tais como: meduloblastomas, leucemia, pulmao, gastrointestinal, do ovario, da mama
e cancer de préstata (BERMAN et al, 2003; THAYERET al, 2003; MA et al, 2005; YANAI et
al, 2007; SZKANDERA et al, 2013).

Os SNPs alvos deste estudo fazem parte do gene SMO; cuja proteina € composta por
uma regido N-terminal extracelular CRD, seguido por um pequeno dominio de ligacéo LD, que
entdo se conecta a0 TMD e a um dominio intracelular C-terminal (ANEXO1) (CHEN, 2002;
FRANK-KAMENETSKY, 2002; BYRNE,2016).

)



Foi postulado recentemente que o colesterol ocupa uma posigdo central nesta via,
interagindo com os trés dominios SMO (o CRD, dominio de ligagdo DL e TMD; e adota uma Ly
extensa conformacdo com o seu anel de esterol tetraciclico, se ligando a um sulco superficial
no CRD, um sitio anteriormente conhecido por ligar somente a proteina patchedl ao receptor
SMO (NACHTERGAELE, 2013; MYERS, 2013).

Em 2012, a Food and Drug Administration (FDA) autorizou a comercializagcdo do
medicamento Vismodegib para o tratamento de CBCs metastaticos e CBC avancgado inoperavel.
O Vismodegib é considerado o primeiro medicamento sistémico para o tratamento de CBC,
cujo mecanismo de acdo € a inibicdo da via de sinalizacdo celular HH (CIRRONE & HARRIS,
2012).

O local de ligacdo ao esterol do SMO é predominantemente revestido com residuos
hidrofobicos do CRD, que estabilizam o colesterol. MutacGes em varios destes residuos neste
local (Leul08, Trp109, Pro164 e Phel66) foram observadas prejudicando a sinalizacéo dirigida
pela patchl ao SMO; o medicamento vismodegib atua restaurando este mecanismo de
comunicacdo/interacdo estrutural que era anteriormente observada. (BYRNE et al, 2016).

Este medicamento é um inibidor de baixo peso molecular da via Hedgehog. A
sinalizacdo da via Hedgehog através da proteina transmembrana Smoothened (SMO) leva a
ativacdo e localizacao nuclear de fatores de transcricdo do oncogene associado ao glioma (GLI)
e inducéo de genes alvo de Hedgehog. Muitos desses genes estdo envolvidos na proliferacéo,
sobrevivéncia e diferenciacdo celular. O Vismodegib se liga e inibe a proteina SMO, impedindo
a transducdo do sinal da via Hedgehog.

Uma vez que estes tumores apresentam grande variabilidade na morfologia,
agressividade e respostas aos tratamentos. A integracdo de dados genéticos com caracteristicas
ambientais, clinicas e patoldgicas de tumores pode melhorar o sistema de classificacdo do CBC,
o0 qual vai mudar definitivamente algoritmos de diagnostico e tratamentos (PELLEGRINI et
AL, 2017).

Mecanismos genéticos que envolvem os genes supressores de tumor e protoncogenes
tém sido implicados na patogénese do CBC, incluindo altera¢fes moleculares nos genes chave
da via de sinalizagéo celular HH, o PTCHL1 e gene SMO (CHINEM & MIOT, 2011).

A primeira associagdo entre a ativacdo da via de sinalizagdo celular HH, e cancer de
pele ndo-melanoma foi estabelecida por meio de mutacdes no gene PTCH1 observados em
pacientes com a sindrome de Gorlin (Sindrome SNCBC) (HAHN et al, 1996).



Estudos sugere m que o principal mecanismo molecular envolvido na carcinogénese
do CBC, alterando os genes da via de sinalizacdo celular HH € o mecanismo genético, L
especialmente mutacfes missense, e variantes genéticas (JORGENSEN et al, 2012; OTSUKA
et al, 2015).

MutacOes de ativacdo do gene SMO foram encontrados em 10 a 20% de CBCs
esporddicos e sdo representados principalmente por alteragdes no codon trp535leu
(rs121918347) localizado no cromossomo 7, uma mutagdo missense, onde ocorre a substituicao
da base G por T, levando a formacdo de um cddon que codifica um aminoacido diferente do
original. (DAYA-GROSJEAN & COUVE-PRIVAT, 2005; JAYARAMAN et al, 2014;).

Ambos os polimorfismos deste estudo sdo mutagdes “missense”; onde ocorre uma
alteracdo de uma das bases do DNA, de tal forma que o tripleto de nucleotideos da qual ela faz
parte se altera, passando a codificar um aminoacido incorreto (diferente do que seria esperado
na posicdo correspondente da proteina). Isto pode alterar a funcdo da proteina em maior ou
menor grau, dependendo da localizacdo e da importancia desse aminoacido em particular.

Mutacbes que alteram bases do DNA, de tal forma que o tripleto de nucleotideos
alterado leve a uma mudanca de aminoacido, podem ter por vezes pouca ou nenhuma
repercussdo na funcdo da proteina. Isoladamente podem levar a uma reducdo da funcdo da
proteina em questdo mas, por si sO, ndo sdo suficientes para causar doenca. No entanto, podem
ser fatores de risco quando se juntam mais do que um na mesma proteina. Um exemplo
paradigmatico em relacdo aos polimorfismos € a ja citada mutacéo rs121918347, presente em
praticamente todos os casos de CBC (DAYA-GROSJEAN & COUVE-PRIVAT, 2005).

Quanto a estatistica deste estudo; foi encontrada associagdo entre o polimorfismo
rs769334511 (SMO) com o diagndstico de CBC. Segundo as analises, 0s gendtipos para 0s
alelos A e T estdo em desequilibrio de Hardy-Weinberg (X2= 23,11 e P<0,5). Além disso
estudos onde uma mutacao foi induzida (Val329Phe) na proteina SMO; no mesmo cddon do
polimorfismo rs769334511 (Val329Gly), provocou uma inativacdo na regido de
interacdo/ligacdo do colesterol com a proteina (BYRNE, 2016), uma regido muito estudada
devido a falhas que levam a inativagdo desta proteina, levando a perda de sua capacidade de
parada; o que acarreta muitas vezes em CBC.

Para 0 SNP rs749414966 (SMO), 156(1le156Val), os resultados sugerem que ocorreu
associagao estatistica significativa, com um alto desequilibrio de Hardy-Weinberg (X2=39,91
e P<0,005) entre esse polimorfismo e a susceptibilidade ao desenvolvimento de Carcinoma
Basocelular. Este polimorfismo se encontra também em uma regido muito critica de interagdo

entre o colesterol e a proteina SMO, podendo estar associado ao desenvolvimento de CBC.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121918347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121918347

As variaveis clinicas histopatoldgicas do trabalho, corroboram com os dados do INCA
(2018), no qual as mulheres sdo mais afetadas pelo CBC do que os homens.

Os registros da literatura indicam ainda que as mulheres tém apresentado tumores em
idades mais precoces (REINAU et al., 2014; ARNSPANG Et al., 2015), o que pode ser
justificado, de um modo geral, pelo aumento da exposicéo solar pelas mulheres (WU et al.,
2013).

O encontro do comprometimento das faixas etarias mais avancadas, a partir dos 50
anos, esta em plena consonancia com a literatura; (SCHAFER et al, 2014), apenas 6% da nossa
amostra de individuos estavam abaixo de 50 anos.

Nossos resultados evidenciaram expressivo predominio topogréfico do segmento
cefélico (89%), comparado a outras regides anatdmicas, o que é corroborado por inimeros
registros na literatura e estabelece a forte relagdo com areas de exposicao a radiacao ultravioleta
(UV) (JURCIUKONYTE et al., 2013; STOICA et al., 2009; WEHNER et al., 2015), e a
distribuicdo anatdbmica do CBC é consistente com o0s niveis de exposi¢do solar das areas do
corpo (RICHMOND-SINCLAIR et al. 2009).

Portanto, a determinacdo de mutac@es polimdrficas no gene SMO da via de sinalizacéo
celular HH , e o impacto destas muta¢cbes quanto ao funcionamento da via, permitem
hipoteticamente estabelecer neste estudo, 0os SNPs rs769334511 e rs749414966 como
marcadores moleculares preditivos do desenvolvimento de CBC; e também como marcadores
moleculares para orientacdo nas intervencdes terapéuticas, que tém como alvo o gene SMO;
uma vez que podem servir de indicadores de uma resposta positiva ou ndo ao tratamento
administrado, especialmente no uso do medicamento vismodegib; pode-se evitar assim, a
imposicdo de efeitos colaterais desagradaveis aos pacientes, além é claro do desperdicio de

caros recursos e tempo, ampliando em muito as estratégias para o tratamento de CBC.
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6. CONCLUSAO T
LN

Foi realizada a genotipagem dos SNPs dos gene SMO rs769334511 e rs749414966; bem
como sua frequéncia alélica.

Ocorreram significativa associacdo estatistica entre o polimorfismo rs769334511 e
rs749414966 do gene SMO; e o desenvolvimento de Carcinoma Basocelular nas amostras
analisadas.

Os resultados sugerem uma possivel aplicacdo dos SNPs estudados, como possiveis
marcadores moleculares, para uso especifico de drogas antitumorais de CBC; especialmente do
polimorfismo rs769334511

O estudo revelou ainda significancia estatistica entre os genétipos do SNP rs749414966
do gene SMO, e a localizacdo anatdmica dos tumores nas amostras estudadas; indicando uma
possibilidade deste polimorfismo estar associado ao CBC, em diversas partes do corpo.

A compreensdo da estatistica e mecanismos genéticos que associam 0s SNPs deste
estudo a carcinogénese do CBC, e outros canceres ainda; € promissor, por conseguinte, mais
estudos; com amostragens maiores devem ser levados a cabo com o objetivo de verificar se a

hip6tese se comprova ou se trata apenas de um mero erro amostral.
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ANEXOS
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Figura 15 - Estrutura do SMO Humano. Visdo da estrutura geral mostrando os dominios
extracelular e transmembrana do SMO humano na representagdo. Laranja, CRD; rosa, dominio (0
de ligacdo (LD); azul, TMD; mutacdo de ponto vermelho, inativante Val329Phe; ciano,

colesterol; preto, nove pontes dissulfeto numeradas; varas amarelas, duas N-glicanos (NAG).
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