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RESUMO

O Carcinoma Basocelular (CBC) é um dos tipos de tumores de pele mais frequentes,
originado de células basais epiteliais que perderam sua capacidade de diferenciacdo e
queratiniza¢do normais. Os Receptores do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), por
sua vez, sdo proteinas de membrana que desempenham diversas fungdes na pele, a
exemplo da regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo celular, e cicatrizacdo de
feridas. Nesse tocante, O presente estudo analisou a associacdo dos SNPs rs121434569 e
rs121434568 do gene EGFR em 142 amostras de material parafinico de pacientes com
diagnostico histopatolégico de Carcinoma basocelular na Paraiba. As amostras foram
submetidas a extracdo de DNA e PCR estendida para alelos especificos. A frequéncia
alélica foi calculada a partir da frequéncia genotipica observada, enquanto a frequéncia
genotipica esperada foi obtida através do equilibrio de Hardy-Weinberg. Para verificar se
a frequéncia genotipica observada estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi utilizado
0 teste Qui-Quadrado. Ao analisar a associacdo da frequéncia genotipica
observada/esperada do SNP rs121434569 apresentou resultado de Qui-Quadrado de
76,92, com probabilidade de significancia de 0,001, mostrando que a populacdo estad em
desequilibrio de Hardy-Weinberg. Da mesma forma, esta em condicdes de desequilibrio,
pois apresentou X2= 11,56 e valor P=0,0054, mostrando assim que o resultado €
estatisticamente significativo para esta hipotese, pois P<0,05. A expressdo e atividade do
EGFR desempenham um papel crucial na patogénese do CBC, uma vez que a frequéncia
genotipica das amostras esta em condicGes de desequilibrio de Hardy-Weinberg. Além
disso, o método estendido de PCR alelo-especifico possibilitou a associagdo com
carcinoma basocelular, uma vez que as temperaturas de fusdo dos SNPs apresentaram
temperaturas bem estabelecidas para identificar os gendtipos.

Palavras-chave: Cancer. Fator de Crescimento Epidérmico. Carcinoma Basocelular.



ABSTRACT

Basal Cell Carcinoma (BCC) is one of the most common types of skin tumors, originating
from epithelial basal cells that have lost their capacity for normal differentiation and
keratinization. Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR), in turn, are membrane
proteins that perform various functions in the skin, such as regulating cell regulation, cell
differentiation, and wound healing. In this sense, the present study analyzed the
association of the SNPs rs121434569 of the EGFR 790 gene and rs121434568 of the
EGFR 858 gene in 142 samples of paraffin material from patients with a histopathological
diagnosis of basal cell carcinoma in Paraiba. The samples were subjected to DNA
protection and PCR in detail for some specifics. The allele frequency was calculated from
the observed genotype frequency, while the expected genotype frequency was obtained
through the Hardy-Weinberg equilibrium. To verify whether the observed genotype
frequency was in Hardy-Weinberg equilibrium, the Chi-Square test was used. When
analyzing the observed/expected genotype frequency association of the SNP
rs121434569 found that the Chi-Square was 76.92, with a probability of significance of
0.001, showing that the population is in Hardy-Weinberg imbalance. Likewise,
rs121434568 is in unbalanced conditions, as it presented X2= 11.56 and P value=0.0054,
thus showing that the result is statistically significant for these cases, as P<0.05. EGFR
expression and activity play a crucial role in the pathogenesis of BCC, since the genotype
frequency of samples is in conditions of Hardy-Weinberg disequilibrium. Furthermore,
the extended PCR method also enabled the association with basal cell carcinoma, since
the melting temperatures of the SNPs observed very conditional temperatures to identify
the genotypes.

Key-words: Cancer. Epidermal Growth Factor. Basal Cell Carcinoma.
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1 INTRODUCAO

O Carcinoma Basocelular (CBC) é um dos tipos de tumores de pele mais frequente
que se origina de células basais epiteliais que perderam sua capacidade de diferenciacdo
e queratinizagcdo normais. Os SNPs (Single nucleotide polymorphisms) ocorrem com
frequéncia na populacédo e essas variacbes no genoma podem ser alvo de estudo com
predisposicdo a susceptibilidade a doencas, incluindo o cancer. As alteracdes podem
afetar os mecanismos de expresséo génica possibilitando a ativagdo ou inativagdo do gene
(TREU, ALMEIDA, OMAR, 2021, p.85).

A via Hh desempenha um papel importante na padronizacdo e organogénese
durante o desenvolvimento inicial. Em adultos atua no reparo e manutencéo de tecidos.
A relacéo da via HH com o CBC tem sido examinada desde o relato de mutagdes de perda
de funcdo do PTCH em pacientes com Sindrome do Nervo Basocelular (SNBC), doenca
autossdmica dominante, caracterizada pela predisposicdo a tumores, especificamente o
CBC, meduloblastoma (MB), entre outros (OTSUKA et al., 2015).

A mutagdes em genes que atuam via de sinalizacdo Hedgehog é a principal causa
do surgimento do CBC, sendo esse tipo de tumor, 0 mais comum no mundo. Dessa forma,
é importante conhecer os mecanismos de mutagdes que alteram o funcionamento da via
e sua associacdo com o desenvolvimento de CBC.

No entanto, outras mutacBes e vias de sinalizacdo especificas também
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e progressdo do Carcinoma
basocelular, como exemplo, o gene EGFR e suas mutagfes estdo associados ao
desenvolvimento de diversos tipos de carcinoma.

Na literatura, existe uma auséncia na associacdo entre as mutacoes no gene EGFR
e o0 Carcinoma basocelular, e isso pode estar relacionado a falta de limitagdes técnicas,
falta de recursos ou foco em outras vias de sinalizagdo, que desempenham um papel mais
proeminente nesse tipo de cancer.

Dessa forma, objetivo do trabalho é estimar a associacdo dos SNPs do gene EGFR
em questdo a susceptibilidade ao desenvolvimento de Carcinoma basocelular, e para isso foi
realizado a genotipagem das amostras de tecidos parafinados de pacientes diagnosticados
com Carcinoma Basocelular, através do metodo PCR alelo especifico estendido.

Foram analisadas 142 amostras de tecidos parafinados, de pacientes do Estado da

Paraiba, com diagnostico histopatoldgico de CBC.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER

O cancer € uma consequéncia de falhas de mecanismos que regulam o crescimento
celular. Sistemas de controle genéticos realizam o equilibrio entre nascimento e morte
celular, em respostas a sinais de crescimento, de inibicdo de crescimento e de morte. O
cancer ocorre guando esses sinais falham, causando um excesso de divisdo celular
(LODISH et al, 2014).

Segundo Meck e Shuys (2017), o tempo exerce um importante papel no cancer.
Muitos anos s@o necessarios para acumular mutagdes, além de uma longa exposicao a
carcinodgenos (compostos quimicos) ou radiacdo. O processo de oncogénese pode ocorrer
em qualquer 6rgdo ou tecido do corpo, e sdo determinados por trés classes de genes
mutados: 0s proto-oncogenes (que naturalmente promove a divisao celular, entretanto,
com mutacdes, se transformam em oncogenes, resultando em excessivas promogdes de
crescimento), 0s genes supressores tumorais (limitam o crescimento, e quando
silenciados, permitem divisOes celulares inadequadas) e os genes caretaker (denominados
genes de manutencdo, entretanto, quando perdem sua funcdo aumenta a instabilidade

gendmica).

2.2 CARCINOMA BASOCELULAR (CBC)

O Carcinoma Basocelular foi descrito pela primeira vez por Arthur Jacob em
1824. Em 1903, Krompecher sugeriu em sua publicacdo que as lesdes que apareciam
eram das células basais da epiderme, sendo o tumor, morfologicamente, semelhantes a
estruturas foliculares.

Segundo o Inca (Instituto Nacional do Cancer) (2021), o CBC é o cancer mais
frequente no Brasil, correspondendo cerca de 30% de todos os casos de tumores malignos
registrados no pais. Esse tipo de cancer de pele ndo melanoma é de menor mortalidade,
porém, se ndo tratado, pode deixar mutilacfes bastante significativas.

Dessa forma, por ter essa caracteristica de menor potencial para metastase, muitos
médicos encaram, erroneamente, 0 CBC como uma lesdo benigna, fazendo com que o
tratamento seja menosprezado e malconduzido, levando assim, a sucessivas recidivas e
um caréter altamente destrutivo (TREU, ALMEIDA, OMAR, 2021, p.85).



Atinge, principalmente, pessoas de pele clara, com histérico de grandes periodos
de exposicdo ao sol. E mais frequente em idosos, mas, os indices em jovens vém
aumentando cada vez mais. Clinicamente, os pacientes se queixam de uma leséo crescente
gue ndo cicatriza, e que as vezes pode sagrar, se queixam de prurido, ou ndo relatam
nenhum sintoma (CAMERON, et al., 2019).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

O CBC ¢ a neoplasia cutanea com maior frequéncia, correspondendo a 70-80%
dos tumores. A proporcdo de ocorréncia é de oito a dez para cada melanoma
diagnosticado. No Brasil, o Inca registra, a cada ano, 180 mil novos casos, sendo em torno
de 60% homens, e 40% mulheres. Especula-se que os homens decorram de maior
exposicédo ao sol, provavelmente, por razGes profissionais. Entretanto, essa diferenca vem
diminuindo ao longo do tempo, pois, o Inca estimou novos casos para 2020 de 83.700
homens e 93.160 mulheres (BRASIL, 2021).

Os indices brasileiros variam de acordo com a regido e composicdo étnica da
populacéo, tendo as regides Sul, Centro-Oeste e Sudeste mais casos que a regido Norte e
Nordeste, com média de 103,89/100 mil e 47,28/100 mil, respectivamente (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).

Os fatores de riscos constitucionais mais relevantes para o desenvolvimento de
CBC sdo: fototipos claros (I e Il, para a classificacdo de Fitzpatrick), historico familiar
(30-60%), sarda na infancia, e pele, olhos ou cabelos claros. Peles claras tem risco dez a
vinte vezes mais de desenvolver CBC do que peles escuras, mesmo quando vivem na
mesma regido (CHINEM E MIQOT, 2011).

Frequentemente, o CBC ocorre em idosos, e em mais da metade dos casos entre
pessoas de 50 e 80 anos. Entretanto, tem-se observado crescentes casos de CBC na
populacdo com menos de 40 anos, com o aparecimento de ledes no tronco, de subtipo
superficial, e uma das hipoteses levantadas por Chinem e Miot (2011) é a alta exposicéo
solar recreativa e desprotegida.

Sem davidas, a radiacdo Ultravioleta (UV) é, isoladamente, o fator de risco mais
importante para o CBC, especialmente a UVB. A intensa e a intermitente exposicao leva
ao desenvolvimento da doenca, atingindo o pico por volta de 30.000 horas acumuladas.

Além disso, a radiacdo UV altera, por meio de polimorfismos de nucleotideo unico ou



mutacBGes esporadicas, os genes p53 e Patched Homolog 1 (PTCH1), os quais
desempenham funcéo de supressores tumorais (TREU, ALMEIDA, OMAR, 2021, p.87).

A ativacdo do gene PTCH1 produz uma proteina transmembrana de mesmo nome,
que é ativada via sinalizacdo hedgehog (Hh). Ela ativa outro componente proteico que
estd na membrana, 0 Smoothened (SMO), que por sua vez promove a transcri¢ao de genes
- TCF-B (ransforming growth fator beta), WNT (wingless-type) - que facilitam o
crescimento e diferenciagédo celular. Dessa forma, a inativagdo de PTCH1 inibe Smo,

blogueando assim a expressdo desses genes alvos (PINO, et al., 2016).

2.4 RECEPTORES DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO (EGFR)

Os Receptores do Fator de Crescimento Epidérmico, Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR), sdo proteinas de membrana que desempenham diversas funcdes
importantes no organismo, especialmente na pele, como regulacdo da proliferacao
celular, diferenciacdo celular, e cicatrizacdo de feridas (KAZUKI, 2016);

Os fatores de crescimento epidérmico que se ligam aos receptores de EGFR
incluem, o fator de crescimento epidérmico (EGF), a epiregulina (EREG), a anfiregulina
(AREG) e a neuregulina 1 (NRG1). Quando esses fatores se ligam aos receptores, varias
vias de sinalizacdo sdo ativadas para promover a proliferacdo celular. Algumas das
principais vias de sinalizagdo envolvidas incluem: Via MAPK (quinase ativada por
mitodgeno), resultante da fosforilagdo e ativacdo de proteinas que regulam a expressao
génica. Via de sinalizacdo PI3K/AKT, que desempenha um papel na regulacdo da
sobrevivéncia celular, crescimento e proliferacdo. E a Via JAK/STAT, que esta envolvida
na regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo e resposta imune (BORETTO et al.,
2024).

Além disso, a sinalizagdo do EGFR ndo ocorre apenas na membrana plasmatica,
mas também nos endossomos apds a internalizacdo do receptor. A regulacdo da
sinalizacdo da EGFR ¢ essencial para manter a homeostase celular, uma vez que a
sinalizagdo excessiva pode levar ao desenvolvimento e progressdo de varias formas de
cancer (HANAFUSA, et al., 2023).

Um dos canceres que o EGFR desempenha um papel crucial no desenvolvimento
e progressao, € o de pele. A ativacdo anormal do EGFR esté associada ao Carcinoma de
Células Escamosas e Carcinoma Basocelular. A superexpressdo ou mutacfes nos

receptores do EGFR podem levar a um crescimento celular descontrolado e resisténcia a



apoptose, contribuindo assim para a formacdao e progressao do cancer de pele (CHANG,
R.; et al., 2002).

Além disso, a inibicdo seletiva do EGFR tem sido uma estratégia terapéutica
eficaz no tratamento de certos tipos de cancer de pele. No entanto, a terapia direcionada
ao EGFR, estdo, também, associadas a efeitos colaterais cutdneos, como erupgdes
cutaneas, devido a sua influéncia na regulacdo da pele e na resposta inflamatoria
(CHANG, R.; et al., 2002).

2.5 GENE DO RECEPTOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO (EGFR)

O gene EGFR esté localizado na regido 7p55.1 (Figura 1), tendo 32 éxons, com
tamanho de 195kb. Codifica uma proteina que tem atividade na membrana plasmatica,
contendo 1210 aminoé&cidos, apresentando peso molecular de, aproximadamente, 180
kDa (BORETTO et al., 2024).

A traducdo de EGFR ocorre no Reticulo Endoplasmaético. Essa proteina de
membrana, que pertence a familia dos receptores tirosina quinase, é sintetizada nos
ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico. Apéds a traducdo, o EGFR € processado e
transportado para a membrana plasmaética, onde desempenha suas func@es de sinalizacéo

celular em resposta a fatores de crescimento (HERRANZ, et al. 2015).

Figura 1 - Localizacéo do gene Receptor de Crescimento Epidérmico (EGFR)
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Fonte: Pagina do National Center of Biotechnology Information

2.6 POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNP)

Polimorfismo de nucleotideo Unico é o tipo mais comum de variagdo genética
humana, gerando sequéncias alteradas (alelos), onde o alelo menos frequente tem a
abundancia de cerca de 1% ou mais na populacdo (SOUZA, et al., 2020).

A maior incidéncia de polimorfismo na populacdo sugere que esse mecanismo
ocorra naturalmente, tendo efeito neutro ou benéfico. Entretanto, essas variacbes no
genoma podem ser alvo de estudo a susceptibilidade a doencas, incluindo o cancer
(KARKI, 2015).
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Segundo Pesz et al., (2014), varios estudos de caso investigaram a influéncia de
SNPs no desenvolvimento do CBC, principalmente, em genes envolvidos na via
Hedgehog. Os autores ainda afirmam que, os SNPs determinam a diversidade genética de
uma populacdo, podendo ser usados como marcadores, a fim de, contribuir no
progndstico de pacientes susceptiveis a CBC, explicar sua evolucgdo clinica e resposta
terapéutica.

O presente estudo analisou a associacdo dos SNP rs121434569 e rs121434568 do
gene EGFR a partir de amostras de material parafinado de pacientes da Paraiba, com
diagndstico histopatolégico de Carcinoma basocelular. A associacdo desse SNP com 0s

tumores podera fornecer informacdes sobre a susceptibilidade na carcinogénese.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a associacdo dos SNPs do gene EGFR em questdo a susceptibilidade ao

desenvolvimento de Carcinoma basocelular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer a frequéncia alélica e genotipoca dos SNPs no gene EGFR em

amostras de Carcinoma basocelular.

Realizar a genotipagem dos SNPs presentes nos genes EGFR em amostras de

tecidos parafinados e frescos de pacientes diagnosticados com Carcinoma Basocelular.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa, por envolver seres humanos, obedece estritamente as
especificacBes bioéticas contidas na Resolucdo 466/2012 (Conselho Nacional de Salde,

1996), respeitando os principios da autonomia, da ndo maleficéncia e da beneficéncia.

4.2 AMOSTRA

Foram analisadas 142 amostras de tecidos parafinados de pacientes
diagnosticados com Carcinoma basocelular.

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

4.3 EXTRACAO DE DNA DE TECIDO PARAFINADO

As amostras de tecido parafinado foram submetidas & extragdo do DNA seguindo
0 método de Shang-Rong Shi et al (2002), utilizando-se de 5 a 8 cortes histoldgicos com
3um de espessura cada. Os cortes histologicos foram aquecidos para retirada da parafina
do tecido e colocados em microtubos de 1,7mL. Ap0Os o0 processo de aquecimento, foi
adicionado 1mL de tampéo de extracdo (Tris/HCL 0,01 M; Sacarose 0,32 M; MgCI2 5
mM; Triton X-100 1%, KCL 50mM, NP-40 0,45%; Tween 20 0,45%), adicionados 5pul
de proteinase K (10mg/mL), 100ul de SDS (30%) e aquecidas em banho-maria a 55°C
por 3 dias.

Passado esse tempo, foram adicionados 1,5mL de Fenol/Cloroférmio/Alcool
isoamilico (25:24:1), homogeneizado com inversfes suaves por aproximadamente 5
minutos. Em seguida, a solucdo homogeneizada sera centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante transferido para outro microtubo, onde foi adicionado 1,5mL
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e homogeneizado.

Para precipitacdo do DNA foi adicionado 1mL de alcool etilico absoluto gelado e
centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. O DNA sera desidratado em estufa a 60°C. ap0s

a secagem o DNA e ressuspendido em 200 pl de agua Milli-Q estéril.
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4.4 TECNICA E DESENHO DOS INDICADORES

O método de genotipagem utilizado nesse trabalho foi o método de PCR
(polymerase chain reaction). Os iniciadores foram desenhados por validacéo in silico
com auxilio de bancos de dados e software de analise de alinhamento de sequéncia: como
National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/); (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/),
(http://www.ensembl.org), (http://www.generunner.net/) e 0 bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

4.5 0 METODO PCR ALELO ESPECIFICO ESTENDIDO

E uma técnica de genotipagem que consiste em desenhar um iniciador (primer)
em que a DNA polimerase amplifica o DNA alvo somente se os primers forem
perfeitamente complementares ao sitio do DNA-alvo, utilizando-se assim primers
especificos para detectar cada alelo. Os gen6tipos do SNP podem ser revelados segundo
a massa ou segundo a fluorescéncia.

A hibridizacdo tem como base a estabilidade térmica do DNA de dupla fita. Em
condicdes de alta estringéncia, essa estabilidade é suficiente para distinguir entre pares de
sonda — DNA-alvo perfeitos e imperfeitos. A hibridizacdo sé acontece se ocorrer
pareamento perfeito entre sonda e DNA-alvo podendo ser construidas sondas especificas
para cada alelo.

Este método consistiu em avaliar qualquer polimorfismo em uma Unica reacédo de
PCR. Cada primer foi desenhado com uma sequéncia de cauda TTT gerando fragmentos
de tamanhos e temperaturas de melting (Tm) diferentes correspondentes ao seu alelo

especifico, permitindo a sua discriminacao.
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Quadro 1 - Desenhos dos Primers: rs121434569 do gene EGFR/ T790M / ancestral C>T

EGFR790/cF 5’-GCCTCACCTCCACCGTGCAVCTCATCAC-3’ / Tm: 60°C

EGFR90/tF S>-TTTTTTTTTTGCCTCACCTCCACCGTGCAVCTCATCAT-3’ / Tm:
60°C
EGFR790/R 5’-CAGACCGCATGTGAGGATCCTGGCTCC-3'/ Tm: 60°C

Amplicons:

Alelo C: 191pb; Alelo T: 201pb

Fonte: Dados da Pesquisa, 2024

Quadro 2 - Desenhos dos Primers: rs121434568 do gene EGFR/ T790M / ancestral T > A, G

EGFR858/tF 5’-GCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCT-3’ / Tm: 60°C

EGFR858/gF 5>-TTTTTGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCG-3’ / Tm: 60°C

EGFR858/aF S>-TTTTTTTTTTGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCA-3’ / Tm:
60°C

EGFR858/R 5’-GTTCCCAAAGCAGCTCTGGCTCACACTACC-3’ / Tm: 60°C

Amplicons:

Alelo T: 277pb; Alelo G: 282pb; Alelo A: 287pb

Fonte: Dados da Pesquisa, 2024

4.6 CONDICOES DA PCR

A PCR foi realizada num volume final de 25ul contendo, 14ul de MasterMix
(Promega — Madison - USA), 1ul de primer mix, 1ul de primer R, 100ng/ul de DNA da
amostra, e 7ul de agua ultrapura. As condi¢des da PCR foram: um ciclo de pré-
desnaturacdo durante 2 minutos a 50°C, e desnaturacdo durante 10 minutos a 95°C; 40
ciclos de anelamento e extensdo a 60°C, durante 1 minuto, e desnaturacdo a 95°C, durante

15 segundos.
Quadro 3 - Programacéo no termociclador da reacdo de PCR para 0s SNPs rs121434569 e rs121434568
do gene EGFR
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N° de Ciclos Etapas Temperaturas Tempo
1 Desn. Inicial 50°C 2 min
Desnaturacéo 95°C 10 min

40 Desnaturacao 95°C 15 seg
Anelamento e extenséo 60°C 1 min

Fonte: Dados da Pesquisa, 2024

4.7 ANALISE DA CURVA DE Melting

Para a determinacdo e andlise da curva de melting (Tm) foi realizada no
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA),
seguindo, as condicdes: Pré-aquecimento a partir de 60°C a 95°C durante 15 segundos,
reduzindo, posteriormente, a 60°C, onde permanceu por 1 minuto, seguido de um
aquecimento gradual (1°C por minuto) até a temperatura de 95°C durante 30 segundos.
A analise da curva foi realizada por meio do SYBR Green 2X e Rox1 presentes no
MasterMix (Promega — Madison - USA).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia alélica foi calculada a partir da frequéncia genotipica observada,
levando em consideracdo a quantidade de alelos presentes em cada gendtipo. Ja a
frequéncia genotipica esperada, foi obtida por meio do equilibrio, segundo a lei de Hardy-
Weinberg.

O equilibrio de Hardy-Weinberg é um principio genético fundamental que fornece
a base para muitas analises em genética populacional. Em condi¢es ideais, onde ndo ha
fatores evolutivos atuando, a frequéncia genotipica de uma populacdo se manteria
constante ao longo do tempo. Contudo, as observagdes de desequilibrio podem indicar
que forcas como selecdo natural, deriva genética ou mutacao estdo ativas, influenciando
a frequéncia de determinados alelos, como observado nos SNPs do gene EGFR estudados
(Hartl & Clark, 1997).

Para verificar se a frequéncia genotipica observada estava ou ndo em equilibrio de
Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de Qui-Quadrado, sendo considerado 5%, o nivel

de confianca.
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5 RESULTADOS

5.1 TEMPERATURA DE Melting (Tm)

As temperaturas de Melting (Tm) do SNP rs121434569 foram, em média, 76,9°C,
para o gendtipo C/C (Figura 2), enquanto o genoétipo T/T apresentara uma Tm média de
82°C (Figura 3). Ja os individuos com genoétipo C/T, apresentaram duas temperaturas
médias, uma de 75,5°C, e outra de 81,1°C (Figura 4).

As temperaturas de Melting (Tm) do SNP rs121434568 foram, em média, 76,3°C,
para os individuos homozigotos do alelo ancestral T (Figura 5), enquanto, individuos
homozigotos, para o alelo G, apresentaram uma Tm média de 82,8°C (Figura 6). J& os
individuos heterozigotos para os alelos T/G, apresentaram duas temperaturas médias, uma
de 76,7°C, e outra de 84,5°C (Figura 7).

Dessa forma, cada uma dessas temperaturas, representa um alelo especifico.
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Figura 2 - Gendtipo C/C do SNP rs121434569. Representacéo grafica obtida por Real Time-
PCR mostrando uma Tm de 77,26°C, representando o fragmento menor de DNA (alelo ancestral)
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Figura 3. Genétipo T/T do SNP rs121434569. Representagio gréfica obtida por Real Time-
PCR mostrando uma Tm de 83,24°C, representando o fragmento menor de DNA (alelo polimdrfico)
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Figura 4. Gendtipo C/T do SNP rs121434569. Representacdo grafica obtida por Real Time-
PCR mostrando duas Tm diferentes, representando dois fragmentos de DNA de tamanhos distintos. A

figura mostra uma Tm menor 81,9°C (alelo ancestral) e outra maior de 86,96°C (alelo polimérfico)
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Figura 5. Gen6tipo T/T do SNP rs121434568. Representacao grafica obtida por Real Time-
PCR mostrando uma Tm de 77,58°C, representando o fragmento menor de DNA (alelo ancestral)
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2024
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Figura 6. Gen6tipo G/G do SNP rs121434568. Representacdo grafica obtida por Real Time-
PCR mostrando uma Tm de 80,48°C, representando o fragmento menor de DNA (alelo polimdrfico)
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Figura 7. Gendtipo T/G do SNP rs121434569. Representacgdo grafica obtida por Real Time-
PCR mostrando duas Tm diferentes, representando dois fragmentos de DNA de tamanhos distintos. A
figura mostra uma Tm menor 77,64°C (alelo ancestral) e outra maior de 85,54°C (alelo polimérfico)
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5.2 FREQUENCIA GENOTIPICA E ALELICA DOS SNPs rs121434569 e rs121434568

A frequéncia alélica do SNP rs121434569 obtida através do método de PCR alelo
especifico estendido, foi: T=86%, e G=14%. Das 142 amostras analisadas, 15 genotipos
homozigotos para o alelo ancestral C, representando uma frequéncia de 35%, 120
gendtipos foram homozigotos para o alelo polimorfico T, representando 60%, e 7
gendtipos foram heterozigotos (C/T), sendo apenas 5%.

A frequéncia alélica do SNP rs121434568 obtida através do método de PCR alelo
especifico estendido, foi: T=87% e G=13%. Das 142 amostras analisadas, 112 gendtipos
foram homozigotos para o alelo ancestral T (78,8%); 7 individuos foram homozigotos
para G (4,9%); e 23 individuos foram heterozigotos para T/G (16,1%) (Figura 6).

5.3 ASSOCIACAO ENTRE O GENOTIPO OBSERVADO E GENOTIPO ESPERADO
POR MEIO DO TESTE QUI-QUADRADO

As frequéncias genotipicas observada e esperada, para 0s SNPs do gene EGFR
790, apresentaram o X2 igual a 76,92, tendo o valor de P = 0.001. Enquanto, as
frequéncias genotipicas observada e esperada, para os SNPs do gene EGFR 858,

apresentaram X2 igual a 3,85, tendo o valor P = 0.0054 (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia genotipica observada/esperada e frequéncia alélica dos SNP rs121434569
e rs121434568

N° de N° de
SNPs Genotipo  Genotipo Freq,u_enma X2 P_Valor
observado esperado alélica

CIC 15 CiC 28

T C
ECGR790  1/7120 T/T105 76,92 0.001
rs121434569 0.86 0,14
CIT7T  CIT322

T/T112 T/T 107,5

T G
ECGR 858 GIG 7 GIG 24 11,56 0.0054
rs121434568 0,87 0,13
T/G23 T/G321

Fonte: Dados da Pesquisa, 2024
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6 DISCUSSAO

Ao analisar a associacdo da frequéncia genotipica observadas/esperada do SNP
rs121434569, verificou-se que o Qui-Quadrado foi de 76,92, com a probabilidade de
significAncia de 0.001, mostrando que populacdo estd em desequilibrio de Hardy-
Weinberg.

Da mesma forma, o rs121434568 encontra-se em condic@es de desequilibrio, pois
apresentou X2= 11,56 e valor de P=0.0054, mostrando assim que, o resultado é
estatisticamente significante para essa hipotese, pois o P<0.05.

Nesse tocante, os SNPs do presente estudo, mostram associacdo no
desenvolvimento do Carcinoma basocelular, pois a troca do alelo ancestral pelo
polimérfico causa a alteracdo do aminoacido que, por sua vez, altera a fungdo
desempenhada pela proteina. No primeiro SNP, o polimorfismo de nucleotideo, promove
a substituicdo do residuo de Treonina por Metionina. Ja no segundo, a Leucina é
substituida por Aspartato.

A treonina € o residuo chave na proteina do EGFR, assim denominado, porque a
sua localizacdo encontra-se na entrada de uma regido hidrofébica, na parte posterior da
fenda de ligacdo ao ATP, alterando a interacdo entre a proteina e os inibidores de tirosina
quinase (TKIs), como gefitinibe e erlotinibe, ao bloquear a ligacdo desses inibidores
(ECK et al., 2008).

Estudos com imuno-histoquimica em Carcinomas de mama metaplasicos,
apresentaram superexpressao de EGFR em 76% dos casos. Além disso, 37% desses casos
exibiram amplificacdo do gene EGFR. Essa amplificacdo foi observada em grandes
agrupamentos de genes ou mais de cinco sinais de amplificacdo por ndcleo em mais da
metade das células neoplésicas analisadas. Esses critérios foram utilizados para definir a
amplificacdo do gene EGFR nos casos estudados, indicando uma alteracdo genetica
especifica nessas células (Reis-Filho et al. 2004).

Embora muitos trabalhos associem a superexpressdo de EGFR, com determinados
tipos de Carcinomas, por meio da imuno-histoquimica. Ainda existe auséncia de estudos
que comprovem a associagdo do Carcinoma basocelular com as mutagdes no gene EGFR,
e isso pode ser atribuida a varios fatores, incluindo a natureza genética e molecular
especifica desse tipo de cancer de pele.

O Carcinoma basocelular é geralmente associado a mutagdes no gene PTCHL1, bem
como a ativacgdo da via de sinalizacdo de Hedgehog. Essas mutagdes e vias de sinalizacédo
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especificas desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e progressao do
Carcinoma basocelular, enquanto o gene EGFR e suas mutacgdes estdo mais associados a
outros tipos de cancer, como o carcinoma de pulmao de células ndo pequenas.

No entanto, a auséncia de associacdo entre o gene EGFR e o Carcinoma
basocelular, na literatura, pode ser devido a falta de limita¢Ges técnicas, falta de recursos
ou foco em outras vias de sinalizacdo conhecidas por desempenhar um papel mais
proeminente nesse tipo de cancer.

Vale salientar, que o CBC é o tipo mais frequente de carcinoma entre os tumores
de pele ndo melanoma, com cerca de 80% dos casos, porém, de menor mortalidade. Suas
apresentacdes clinicas se associam, principalmente, ao subtipo histologico do tumor, e 0s
nodulares e superficiais sdo 0s subtipos mais prevalentes, 0s quais apresentam,
geralmente, ulceragdes crénicas com bordas distintas; além disso, a exposi¢do a raios UV
através de raios solares € considerada como a principal causa das mutagdes que levam a
doenca (Avci et al., 2019).

Assim como apontam Dika et al. (2020), principalmente, a exposi¢do aguda, aos
raios UV, especialmente, durante a infancia, associa-se a um maior risco de desenvolver
CBC durante a vida. Tal risco também depende, por vezes, de um efeito de exposicdo
cumulativa, como a capacidade da pele de se bronzear. Nesse aspecto, 0 bronzeamento
artificial, por exemplo, foi considerado um fator de risco adicional, assim como, um
elevado numero de tratamentos com psoraleno e UVA e UVB.

Em relacdo ao Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), Normanno
et al. (2006) apontam que este faz parte da familia ErbB de receptores tirosina quinases
(RTK). Estas proteinas de transmembrana ativam-se posteriormente a ligacdo com fatores
de crescimento peptidicos da familia de proteinas EGFR. Na pele, 0 EGFR desempenha
uma importante fungdo no desenvolvimento e fisiologia da epiderme.

Esta, por sua vez, se desenvolve principalmente a partir de queratindcitos, e a
diferenciacdo e migracdo desses queratindcitos para a superficie da pele sdo reguladas
pela sinalizacdo de EGFR. A ativacdo do receptor ocorre mediante seus ligantes, a
exemplo do EGF, fator de crescimento transformador-a, anfiregulina e EGF de ligagdo a
heparina (HBEGF), com isso, a ativacdo de ligacdo ao ligante regula a proliferacdo de
queratindcitos através da introducdo da ativacdo do sinal negativo, da fosfoinositideo 3-

quinase-AKT e das vias da proteina quinase ativada por mitdgeno (Kozuki, 2016).
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AlteracBes no EGFR, também, estdo envolvida nas vias de sinalizacdo que séo
responsaveis por realizar a proliferacdo celular, metéastase, invasdo, angiogénese e
sobrevivéncia de tumores (Hilbe et al., 2003; Avci et al., 2019).

E importante destacar que essas altera¢des na sinalizacdo mediada pelo EGFR ndo
apenas afetam diretamente as células cancerigenas, mas também podem influenciar o
microambiente tumoral. As vias de sinalizacdo aberrantemente ativadas podem estimular
a angiogénese, invasdo tecidual e resisténcia a mecanismos normais de apoptose,
caracteristicas comuns e probleméaticas em carcinomas basocelulares avancados
(Ciardiello et al., 2000).

Outra consequéncia contraintuitiva das alteracées nos SNPs pode ser uma
alteracdo na resposta a tratamentos terapéuticos que visam a inibicdo do EGFR. A
presenca de certas variantes pode modificar a sensibilidade dos tumores a terapias-alvo,
requerendo estratégias de tratamento personalizadas que considerem o perfil genético
especifico do paciente. Isso reflete a crescente importancia da medicina de precisdo, que
busca ajustar intervencdes terapéuticas com base em biomarcadores genéticos individuais
(Perera et al., 2019).

Os achados também sugerem que o CBC, enquanto comumente menos agressivo
que outros tipos de cancer de pele, pode, no entanto, apresentar um risco consideravel de
complicacdes em populacdes que carregam as variantes prejudiciais no EGFR. Portanto,
0 rastreamento genético desses SNPs, em populacBes propensas, poderia oferecer um
método de prevencdo profilatica, permitindo a intervencdo precoce antes do surgimento
do céncer.

Sendo assim, 0s SNPs detectados no gene EGFR, por meio do método PCR alelo
especifico estendido, possibilitou a associacdo com o Carcinoma basocelular, ja que, as
temperaturas de Melting, do SNP rs121434569 apresentou temperaturas bem
estabelecidas para identificar os gendétipos C/C, C/T e T/T, assim como, para 0 SNP
rs121434568, onde foi identificado os gendtipos T/T, G/T e T/T. Isso se deve aos
desenhos dos primers, que apresentaram uma sequéncia de cauda TTT gerando
fragmentos de tamanhos e temperaturas de Melting (Tm) diferentes correspondentes ao

seu alelo especifico, permitindo assim, a sua discriminac&o.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos na pesquisa sobre os receptores de fator de
crescimento epidérmico (EGF) e seu papel no desenvolvimento de Carcinoma
Basocelular (CBC), conclui-se que a expressdo e atividade do EGFR desempenha um
papel crucial na patogénese do CBC, pois a frequéncia genotipica das amostras encontra-
se em condicdes de desequilibrio de Hardy-Weinberg, sendo o valor de P<0.05. Esse
desequilibrio fornece uma forte pista de que as variacbes nos SNPs exercem efeitos
significativos na predisposicdo ao CBC, possivelmente modulando a expressdo e
funcionalidade do EGFR, receptor essencial na regulacéo do ciclo celular e que, quando
desregulado, tem papel central na oncogénese. Além disso, o método PCR alelo
especifico estendido, possibilitou a associacdo com o Carcinoma basocelular, ja que, as
temperaturas de Melting, dos SNPs apresentaram temperaturas bem estabelecidas para
identificar os genotipos, contribuindo, significativamente para o entendimento da
Biologia Molecular do CBC, abrindo possibilidades para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais direcionadas e eficazes.
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APENDICE A - Temperaturas de Melting das amostras de pacientes com Carcinoma

basocelular utilizados no desenvolvimento da dissertacéo.

N° m Genotipo m Genotipo
SNP rs121434569 rs121434568
1 80,89°C TIT 75.41°C TIT
2 76,53°C CIC 75.92°C TIT
3 82,16°C TIT 77.27°C TIT
4 82,16°C TIT 76.93°C TIT
7 82,52°C TIT 77.43°C TIT
8 82,7°C TIT 76.08°C TIT
9 81,79°C TIT 76.25°C TIT
11 82,79°C TIT 74.9°C TIT
12 75,45°C C/C 75.41°C TIT
13 75,09°C C/IC 76.08°C TIT
14 78,13°C CIC 76.86°C TIT
15 78,49°C CIC 76.14°C TIT
16 82,07°C TIT 77.04°C TIT
17 76,7°C C/IC 77.04°C TIT
18 82,52°C TIT 77.22°C TIT
19 81,43°C CIC 77.58°C TIT
20 81,61°C CIC 76.86°C TIT
21 82,88°C TIT 77.4°C TIT
22 81,07°C TIT 77.4°C TIT
23 81,61°C TIT 77.4°C TIT
24 82,52°C TIT 77.22°C TIT
25 82,34°C TIT 76.68°C TIT
26 81,79°C TIT 77.22°C TIT
27 82,88°C TIT 77.22°C TIT
28 83,07°C TIT 77.76°C TIT
29 82,7°C TIT 75.96°C TIT

30 82,34°C TIT 76.86°C T/T
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32
33
34
37
38
39
41
42
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
66
67
68

81,79°C
85,06°C
83,07°C
82,88°C
83,25°C
83,07°C
80,34°C
81,48°C
84,21°C
80,96°C/84,16°C
81,65°C
80,46°C/84,34°C
80,79°C
81,13°C
83,7°C
81,3°C
81,82°C
81,82°C
81,48°C
75,32°C
78,69°C
80,29°C
78,78°C
83,04°C
84,54°C
83,4°C
82,47°C
83,24°C
84,02°C
84,64°C
86,97°C/81,75°C
84,18°C
83,24°C

TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
TIT
T/T
T/T
TIT
CIT
T/T
CIT
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
CIC
CIC
T/T
CIC
T/T
T/T
T/T
TIT
TIT
T/T
T/T
CIT
TIT
T/T

76.86°C/84.52°C

77.29°C
77.29°C
77.11°C
76.60 °C
76.60 °C
77.29°C
76.25°C
76.60 °C
77.63°C
76.77 °C/85.09°C
77.29°C
76.77°C
77.11°C
77.11°C
76.77 °C
77.29°C
77.29°C
77.46 °C
77.98 °C
77.63°C
77.46 °C
77.11°C
77.63°C
76.94 °C
76.94°C
77.11°C
77.29°C
77.80°C
77.63°C
77.46 °C
77.63°C
77.63°C/ 85.36°C

T/G

T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
TIT
T/G
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/G
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69
70
71
72
73
74
75
76
78
79
81
82
83
85
86
88
89
90
91
92
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106

82,62°C
83,31°C
82,31°C
81,83°C
83,24°C
82,92°C
83,09°C
83,09°C
82,58°C
80°C
81,13/84°C,04
84,38°C
83,23°C
81,84°C
84,21°C
82,18°C
82,35°C
82,01°C
82°C
82,52°C
81,7°C
82,52°C
80,87°C
74,89°C
82,35°C
82,35°C
82,18°C
81,67°C
82,01/73,38°C
82,7°C
82,7°C
82,87°C
81,35 °C/73,56°C

TIT
T/T
T/T
TIT
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
CIT
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
TIT
CIC
T/T
T/T
TIT
T/T
CIT
T/T
TIT
TIT
CIT

77.63°C/85.36 °C
76.94°C
77.48°C/84.76 °C
77.3°C
77.81°C
77.64°C
76.29°C
77.64°C/85.57 °C
77.13°C/84.94 °C
81.02°C
76.91°C/84.81 °C
81.02°C
76.72°C
77.3°C/84.31°C
77.77°C
76.06°C
79.14°C
77.76°C/84.87 °C
77.94°C
77.26°C/84.4°C
77.26°C/84.31°C
77.26°C/83.77°C
75.02°C
76.4°C
80.85°C
80.71°C/84.58°C
78.11°C
78.11°C /84.85°C
78.11°C
78.8°C/84.31°C
79.19°C/84.58°C
77.94°C/84.49 °C
77.39°C/84.49 °C

T/G
T/T
T/G
TIT
TIT
T/T
T/T
T/G
TIG
G/G
T/G
G/G
T/T
T/G
T/T
T/T
T/T
T/G
T/T
T/G
T/G
TIG
T/T
T/T
G/G
T/G
T/T
T/G
T/T
T/G
T/G
T/G
T/G
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107
108
109
111
112
113
114
115
116
117
118
120
122
123
124
125
127
128
130
131
132
133
134
137
138
139
140
141
142

82,72°C
83,21°C
82,87°C
82,7°C
84,92°C
84,58°C
84,24°C
84,07°C
84,41°C
84,24°C
84,41°C
84,58°C
84,24°C
82,52°C
80,68°C
81,37°C
80,34°C
77,26°C
76,4°C
76,06°C
81,54°C
82,4°C
81,37°C/85,87 °C
82,22°C
81,88°C
81,88°C
82,57°C
82,4°C
82,57°C

Fonte: Autoria propria

TIT
T/T
T/T
TIT
TIT
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T
T/T
CIC
CIC
CIC
T/T
TIT
CIT
T/T
T/T
T/T
TIT
T/T
T/T

77.26°C
84.76°C
78.28°C
78.28°C/85.12 °C
77.94°C/84.21 °C
77.94°C
78.11°C
78.2°C/85.02 °C
77.77°C
77.6°C
77.43°C
78.11°C
78.11°C
77.77°C
78.02°C
85.12°C
78.45°C
77.94°C
78.28°C
78.28°C/84.75 °C
84.95°C
77.43°C
76.74°C
77.6°C
78.11°C
84.95°C
79.85°C
77.77°C
77.25°C

T/T
G/G
T/T
TIG
TIG
T/T
T/T
T/G
TIT
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
G/G
T/T
T/T
T/T
T/G
G/G
TIT
T/T
T/T
T/T
G/G
T/T
T/T
T/T
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ABSTRACT

Background: Basal Cell Carcinoma (BCC) is one of the most common types of skin
tumors that originate from epithelial basal cells that have lost their ability to differentiate
and keratinize normal. Among the most relevant risk factors for the development of BCC
are light skin color, family history, childhood freckles, and light skin, eyes or hair. In the
human genome there are several types of Single Base Polymorphisms (SNPs), which
determine the genetic diversity of a population and can be used as markers, in order to
contribute to the prognosis of patients susceptible to BCC, explain their clinical evolution
and therapeutic response. The present study analyzed the association of SNPs
rs121434569 and rs121434568 of the EGFR gene from samples of paraffin material from
patients in Paraiba, with histopathological diagnosis of basal cell carcinoma.

Methods: 142 paraffin tissue samples from patients diagnosed with Basal Cell
Carcinoma in Paraiba were analyzed, which were subjected to DNA extraction and
Extended Allele Specific PCR. The determination and analysis of the melting curve was
carried out using the 7500 Fast Real-Time PCR System equipment, while the curve
analysis was carried out using the SYBR Green 2X and Rox1 present in the MasterMix
(Promega — Madison - USA). The allele frequency was calculated from the observed
genotypic frequency, while the expected genotypic frequency was obtained through
equilibrium according to the Hardy-Weinberg law. To check whether the observed
genotype frequency was in Hardy-Weinberg equilibrium, the Chi-Square test was used..
Results: When analyzing the association of the observed/expected genotype frequency
of the SNP rs121434569 it was found that the Chi-Square was 76.92, with a probability
of significance of 0.001, showing that the population is in Hardy- Weinberg. Likewise,
rs121434568 is in unbalanced conditions, as it presented X2= 11.56 and P value=0.0054,
thus showing that the result is statistically significant for this hypothesis, as P<0.05.
Conclusion: The expression and activity of EGFR plays a crucial role in the pathogenesis
of BCC, as the genotype frequency of the samples is in conditions of Hardy-Weinberg
disequilibrium, with a P value <0.05. Furthermore, the extended allele-specific PCR
method enabled the association with basal cell carcinomam since the Melting
temperatures of the SNPs presented well-established temperatures to identify the

genotypes.
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Introducio

O Carcinoma Basocelular (CBC) é um dos tipos de tumores de pele mais frequente
que se origina de células basais epiteliais que perderam sua capacidade de diferenciacdo
e queratinizagcdo normais [1].

A proporcdo de ocorréncia do CBC €é de oito a dez para cada melanoma
diagnosticado. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer registra, a cada ano, 180 mil
novos casos, sendo em torno de 60% homens, e 40% mulheres. Especula-se que 0s
homens decorram de maior exposi¢éo ao sol, provavelmente, por razdes profissionais [2].

Os fatores de riscos constitucionais mais relevantes para o desenvolvimento de
CBC séo fototipos claros, historico familiar (30-60%), sarda na infancia, e pele, olhos ou
cabelos claros. Peles claras tem risco dez a vinte vezes mais de desenvolver CBC do que
peles escuras, mesmo quando vivem na mesma regido [3].

No genoma humano existem varios tipos de Polimorfismos de base Unica (SNPs).
Os SNPs determinam a diversidade genética de uma populacao, podendo ser usados como
marcadores, a fim de contribuir no prognostico de pacientes susceptiveis a CBC, explicar
sua evolugdo clinica e resposta terapéutica [4].

O presente estudo analisou a associagdo dos SNP rs121434569 e rs121434568 do
gene EGFR a partir de amostras de material parafinado de pacientes da Paraiba, com
diagnostico histopatologico de Carcinoma basocelular. A associagdo desses SNPs com 0s

tumores podera fornecer informac6es sobre a susceptibilidade na carcinogénese.
Material e Métodos
Amostras

No presente estudo, foram analisadas 142 amostras de tecidos parafinados de
pacientes diagnosticados com Carcinoma Basocelular na Paraiba. Por envolver seres
humanos, a pesquisa obedece estritamente as especificacdes bioéticas contidas na
Resolugdo 466/2012 (Conselho Nacional de Saude, 1996), respeitando os principios da

autonomia, da ndo maleficéncia e da beneficéncia.

Extragao
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As amostras do tecido parafinado foram submetidas a extracdo do DNA segundo
Shang-Rong et al (2002) [5], com modificagdes feitas no Laboratorio de Biologia
Molecular Estrutural e Oncogenética (LBMEOQO) — UFPB.

Técnica e desenho dos indicadores

O método de genotipagem utilizado nesse trabalho foi o método de PCR
(polymerase chain reaction). Os iniciadores foram desenhados por validacéo in silico

com auxilio de bancos de dados e software de anéalise de alinhamento de sequéncia.

PCR Alelo Especifico Estendido

Este método consistiu em avaliar qualquer polimorfismo em uma Unica reacdo de
PCR. Cada primer foi desenhado com uma sequéncia de cauda TTT gerando fragmentos
de tamanhos e temperaturas de melting (Tm) diferentes correspondentes ao seu alelo

especifico, permitindo a sua discriminacao.

Analise da Curva de Melting

A determinacdo e analise da curva de melting (Tm) foi realizada no equipamento
7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA), seguindo, as
condicgdes: Pré-aquecimento a partir de 60°C a 95°C durante 15 segundos, reduzindo,
posteriormente, a 60°C, onde permanceu por 1 minuto, seguido de um aquecimento
gradual (1°C por minuto) até a temperatura de 95°C durante 30 segundos. A analise da
curva foi realizada por meio do SYBR Green 2X e Rox1 presentes no MasterMix
(Promega — Madison - USA).

Analise Estatistica

A frequéncia alélica foi calculada a partir da frequéncia genotipica observada,
levando em consideracdo a quantidade de alelos presentes em cada gendétipo. Ja a
frequéncia genotipica esperada, foi obtida por meio do equilibrio, segundo a lei de Hardy-

Weinberg. Para verificar se a frequéncia genotipica observada estava ou ndo em
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equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de Qui-Quadrado, sendo considerado

5%, o nivel de confianga.

Resultado

As Tm do SNP rs121434569 no gene EGFR 790 foram, em média, 76,9°C para o
genotipo C/C, 82°C para os do gendtipo T/T, e os individuos com genotipo C/T
apresentaram duas temperaturas médias, uma de 75,5°C e outra de 81,1°C. Para o SNP
rs121434568 no gene EGFR 858, as TM foram em média 76,3°C para os individuos
homozigotos do alelo ancestral T, ja para o alelo G apresentaram uma Tm média de
82,8°C. Os individuos heterozigotos para os alelos T/G, por sua vez, apresentaram duas
temperaturas médias, uma de 76,7°C, e outra de 84,5°C. Dessa forma, cada uma dessas
temperaturas, representa um alelo especifico.

A frequéncia alélica dos SNP rs121434569, do gene EGFR 790, obtida através do
método de PCR alelo especifico estendido, foi de T=86%, e G=14%. Das 142 amostras
analisadas, houve 15 gendtipos homozigotos para o alelo ancestral C, representando uma
frequéncia de 35%, 120 genotipos homozigotos para o alelo polimérfico T, representando
60%, e 7 gendtipos heterozigotos (C/T), sendo apenas 5%. A frequéncia alélica do SNP
rs121434568, do gene EGFR 858, por sua vez, obteve: T=87% ¢ G=13%. Das 142
amostras analisadas, 112 gen6tipos foram homozigotos para o alelo ancestral T (78,8%);
7 individuos homozigotos para G (4,9%); e 23 individuos heterozigotos para T/G
(16,1%).

As frequéncias genotipicas observada e esperada para os SNPs do gene EGFR
790, apresentaram o X’= 76,92, tendo o valor de P = 0.001. As frequéncias genotipicas
observada e esperada, para os SNPs do gene EGFR 858, apresentaram X?= 3,85, tendo o
valor P = 0.0054.

Discussao

Ao analisar a associagdo da frequéncia genotipica observadas/esperada do SNP
rs121434569, do gene EGFR 790, verificou-se que o Qui-Quadrado foi de 76,92, com a
probabilidade de significancia de 0.001, mostrando que populagdo estd em desequilibrio

de Hardy-Weinberg. Da mesma forma, o rs121434568 do gene EGFR 858 encontra-se
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em condicdes de desequilibrio, pois apresentou X?= 11,56 e valor de P=0.0054,
mostrando assim que, o resultado ¢ estatisticamente significante para essa hipotese, pois
o P<0.05.

Nesse tocante, os SNPs do presente estudo, mostram associagdo no desenvolvimento
do Carcinoma basocelular, pois a troca do alelo ancestral pelo polimoérfico causa a
alteracdo do aminoacido que, por sua vez, altera a fungdo desempenhada pela proteina.
No caso da ECGR 790, o polimorfismo de nucleotideo, promove a substitui¢ao do residuo
de Treonina por Metionina. Na expressdao do ECGR 858, a Leucina ¢ substituida por
Aspartato.

A treonina € o residuo chave na proteina do EGFR, assim denominado, porque a sua
localizag@o encontra-se na entrada de uma regido hidrofobica, na parte posterior da fenda
de ligagdo ao ATP, alterando a interagdo entre a proteina e os inibidores de tirosina quinase
(TKIs), como gefitinibe e erlotinibe, ao bloquear a ligagao desses inibidores [6].

Alteracdes no EGFR, também, estdo envolvida nas vias de sinalizacdo que sao
responsaveis por realizar a proliferacdo celular, metéastase, invasdo, angiogénese e
sobrevivéncia de tumores [7].

E importante destacar que essas alteracdes na sinalizagio mediada pelo EGFR ndo
apenas afetam diretamente as células cancerigenas, mas também podem influenciar o
microambiente tumoral. As vias de sinalizacao aberrantemente ativadas podem estimular
a angiogénese, invasdo tecidual e resisténcia a mecanismos normais de apoptose,
caracteristicas comuns e problematicas em carcinomas basocelulares avangados [8].

Outra consequéncia contraintuitiva das alteracdes nos SNPs pode ser uma
alteracdo na resposta a tratamentos terapéuticos que visam a inibicdo do EGFR. A
presenca de certas variantes pode modificar a sensibilidade dos tumores a terapias-alvo,
requerendo estratégias de tratamento personalizadas que considerem o perfil genético
especifico do paciente. Isso reflete a crescente importancia da medicina de precisdo, que
busca ajustar intervencdes terapéuticas com base em biomarcadores genéticos individuais
[9].

Embora muitos trabalhos associem a superexpressao de EGFR, com determinados
tipos de Carcinomas, por meio da imuno-histoquimica. Ainda existe auséncia de estudos
que comprovem a associagdo do Carcinoma basocelular com as mutagdes no gene EGFR,
e isso pode ser atribuida a vdrios fatores, incluindo a natureza genética e molecular

especifica desse tipo de cancer de pele.
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O Carcinoma basocelular ¢ geralmente associado a mutagdes no gene PTCHI,
bem como a ativagdo da via de sinalizagdo de Hedgehog. Essas mutacdes e vias de
sinalizacdo especificas desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e
progressdo do Carcinoma basocelular, enquanto o gene EGFR e suas mutagdes estdo mais
associados a outros tipos de cancer, como o carcinoma de pulmdo de células ndo
pequenas.

No entanto, a auséncia de associagdo entre o gene EGFR e o Carcinoma
basocelular, na literatura, pode ser devido a falta de limitagdes técnicas, falta de recursos
ou foco em outras vias de sinalizacdo conhecidas por desempenhar um papel mais
proeminente nesse tipo de cancer.

Vale salientar, que o CBC ¢ o tipo mais frequente de carcinoma entre os tumores
de pele ndo melanoma, com cerca de 80% dos casos, porém, de menor mortalidade. Suas
apresentagdes clinicas se associam, principalmente, ao subtipo histologico do tumor, e os
nodulares e superficiais sao os subtipos mais prevalentes, os quais apresentam,
geralmente, ulceragdes cronicas com bordas distintas; além disso, a exposi¢ao a raios UV
através de raios solares é considerada como a principal causa das mutagdes que levam a
doenga [10].

Em relagdo ao Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), este faz
parte da familia ErbB de receptores tirosina quinases (RTK). Estas proteinas de
transmembrana ativam-se posteriormente a ligagao com fatores de crescimento peptidicos
da familia de proteinas EGFR. Na pele, o EGFR desempenha uma importante fungao no
desenvolvimento e fisiologia da epiderme [11].

Esta, por sua vez, se desenvolve principalmente a partir de queratindcitos, € a
diferenciagdo e migragdo desses queratinocitos para a superficie da pele sdo reguladas
pela sinalizagdo de EGFR. A ativagdo do receptor ocorre mediante seus ligantes, a
exemplo do EGF, fator de crescimento transformador-a, anfiregulina e EGF de ligacdo a
heparina (HBEGF), com isso, a ativagdo de ligacdo ao ligante regula a proliferacao de
queratinocitos através da introducao da ativacao do sinal negativo, da fosfoinositideo 3-
quinase-AKT e das vias da proteina quinase ativada por mitégeno [12]. Alteracdes no
EGFR, também, estdo envolvida nas vias de sinaliza¢do que sdo responsaveis por realizar
a proliferagdo celular, metastase, invasdo, angiogénese e sobrevivéncia de tumores [11].

Sendo assim, os SNPs detectados no gene EGFR, por meio do método PCR alelo
especifico estendido, possibilitou a associacdo com o Carcinoma basocelular, ja que, as

temperaturas de Melting, do SNP rs121434569 apresentou temperaturas bem
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estabelecidas para identificar os genotipos C/C, C/T e T/T, assim como, para o SNP
15121434568, onde foi identificado os genotipos T/T, G/T e T/T. Isso se deve aos desenhos
dos primers, que apresentaram uma sequéncia de cauda TTT gerando fragmentos de
tamanhos e temperaturas de melting (Tm) diferentes correspondentes ao seu alelo

especifico, permitindo assim, a sua discriminagao.

Conclusao

A expressao e atividade do EGFR desempenha um papel crucial na patogénese do
CBC, pois a frequéncia genotipica das amostras encontra-se em condicdes de
desequilibrio de Hardy-Weinberg, sendo o valor de P<0.05. Além disso, o método PCR
alelo especifico estendido, possibilitou a associacao com o Carcinoma basocelular, ja que,
as temperaturas de Melting, dos SNPs apresentaram temperaturas bem estabelecidas para
identificar os gendtipos, contribuindo, significativamente para o entendimento da
Biologia Molecular do CBC, abrindo possibilidades para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais direcionadas e eficazes.
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