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RESUMO

O Carcinoma Basocelular (CBC) é uma neoplasia frequente em seres humanos e seu
principal fator etioldgico é a exposicdo a radiagdo solar. Embora alteracbes genéticas e
epigenéticas possam ativar proto-oncogenes, inativar genes supressores de tumor e genes do
mecanismo de reparo, a célula apresenta varios mecanismos que contribuem para a
manutencdo da estabilidade genémica. Mutacbes em genes de reparo podem levar a
progressao tumoral e & perda da integridade do genoma levando ao surgimento do cancer. O
reparo por excisdo de nucleotideo (NER) é um importante mecanismo utilizado
principalmente para reparar lesbes causadas por UV. O objetivo deste trabalho foi avaliar
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) dos genes XPA e XPC e o risco de desenvolver
CBC. Foram analisadas 100 amostras de tecido parafinado de pacientes do Estado da Paraiba
com diagnostico histopatolégico de CBC para cada polimorfismo. Os resultados foram
obtidos por um método de genotipagem recentemente desenvolvido, o Didesoxi Unico Alelo
Especifico — PCR, método que apresenta alta sensibilidade e de baixo custo. O software
Graphpad Prism 6.01 foi utilizado para as andlises estatisticas e aplicacdo de teste Qui-
quadrado e Exato de Fisher. O SNP rs535425175 do gene XPC apresentou associagdo
significativa com o CBC nas amostras analisadas (X>=14,51 e P<0,005). Enquanto que 0s
SNP rs745769173 do gene XPA e rs761106780 do gene XPC estdo no equilibrio de Hardy-
Weinberg, ndo apresentando associagdo com a neoplasia. Os resultados sugerem que o SNP
rs535425175 do gene XPC pode ser considerado um fator de risco associado ao

desenvolvimento de CBC.

Palavras-chaves: Carcinoma Basocelular, Familia XP, Reparo por excisdo de nucleotideo,

Polimorfismo de nucleotideo Gnico, Genotipagem.
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ABSTRACT

Basal Cell Carcinoma (BCC) is a frequent neoplasm in humans and its main
etiological factor is exposure to solar radiation. Although genetic and epigenetic changes can
activate proto-oncogenes, inactivate tumor suppressor genes and repair mechanism genes, the
cell has several mechanisms that contribute to the maintenance of genomic stability.
Mutations in repair genes can lead to tumor progression and loss of genome integrity leading
to the onset of cancer. Nucleotide excision repair (NER) is an important mechanism primarily
used to repair injuries caused by UV. The objective of this study was to evaluate single
nucleotide polymorphisms (SNP) of XPA and XPC genes and the risk of developing BCC.
One hundred samples of paraffined tissue from patients from the State of Paraiba with
histopathological diagnosis of BCC were analyzed for each polymorphism. The results were
obtained by a newly developed genotyping method, the Dideoxy Unique Allele Specific -
PCR, a method that presents high sensitivity and low cost. Graphpad Prism 6.01 software was
used for the statistical analysis and application of Chi-square and Fisher's exact test. The SNP
rs535425175 of the XPC gene showed a significant association with the BCC in the analyzed
samples (X? = 14.51 and P <0.005). Whereas the SNPs rs745769173 of the XPA gene and
rs761106780 of the XPC gene are in the Hardy-Weinberg equilibrium, not showing any
association with the neoplasia. The results suggest that the SNP rs535425175 of the XPC gene
may be considered a risk factor associated with the development of BCC.

Keywords: Basal Cell Carcinoma, XP family, Nucleotide excision repair, Single nucleotide

polymorphism, Genotyping.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O céncer se origina através de alteracdes genéticas e epigenéticas que ocorrem em genes
especificos como, por exemplo; oncogenes, genes supressores de tumor e genes do
mecanismo de reparo em diversos tipos celulares. Alteracdes nos oncogenes conduzem ao
ganho de funcdo, levando a proliferacdo celular descontrolada e alteragbes em genes
supressores de tumor levam a perda de funcédo, atraves da inativacdo de genes responsaveis
por controlar a proliferacdo e manter a integridade da célula. A inativacdo desses genes
culmina no comprometimento da homeostase celular, e essas alteracdes afetam os genes de
reparo causando a instabilidade gendmica (KNUDSON, 1971; BAYLIN et al, 1986;
VOGELSTEIN; KINZLER, 1993).

De acordo com Weinberg et al (2008), os canceres séo classificados considerando os
tecidos e os tipos celulares dos quais eles derivam. Os canceres derivados de células epiteliais
sdo denominados carcinomas e € o tipo de cancer mais comum em humanos (ALBERTS et al,
2010).

O desenvolvimento de células cancerosas € complexo e envolvem combinacbes de
varias caracteristicas aberrantes a partir de uma célula normal. Hejmadi (2010) descreve um

modelo com as caracteristicas de uma célula cancerosa:

1 - Imortalidade: divisdo celular continua e replicacdo sem limite

2 — Entrada de sinais (fatores de crescimento a partir de oncogenes)

3 — Substituicdo dos sinais de entrada (fatores anti-crescimento a partir de genes supressores
de tumor)

3 — Resisténcia a morte celular (apoptose)

4 — Angiogénese: inducdo de crescimento de novos vasos sanguineos

6 — Metastase: invasdo para outros sitios

Conforme Hejmadi (2010), a iniciacdo e a progressdo do cancer dependem do
envolvimento de fatores externos (tabaco, quimicos, radiacdo e organismos infecciosos) e
fatores dentro da célula (mutagdes herdadas, hormonios, condi¢cdes imunes e mutagdes que

afetam o metabolismo).
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A progressdao tumoral é dirigida por uma sequéncia de mutacBes que ocorrem
aleatoriamente e alteragdes epigenéticas do DNA que afetam os genes que controlam a
proliferacdo, sobrevivéncia celular e outras caracteristicas associadas ao fenotipo celular
maligno (BAYLIN et al, 1986; WEINBERG, 2008).

Sendo a progressao tumoral um evento que tem a contribuicdo sucessiva de mutacdes
que se acumulam na célula, € necessario evitar esse descontrole por mecanismos existentes na
célula que se deve aos mecanismos de reparo. No entanto, isso indica que o desenvolvimento
do cancer implica também na instabilidade gendmica por falhas nesses mecanismos de reparo.
As implicacGes para o cancer sdo: a quebra da integridade gendmica como ingrediente
essencial na formacdo de tumores humanos e pode surgir prontamente do enfraquecimento da
maquinaria de reparo (WEINBERG et al, 2008).

1.2. Carcinoma Basocelular

1.2.1. Definicao

O Carcinoma Basocelular (CBC) € uma neoplasia cutanea que se origina de células

basais epiteliais pluripotentes imaturas, que perderam sua capacidade de diferenciacdo e

queratinizag&o normais e dos anexos cutaneos (ALMEIDA et al, 2009) (Figura 1).

Figura 1 — Esquema de Carcinoma Basocelular.

_Basocelular

: —— Membrana

basal
Epidermis ° ™ Melanocitos
Dermis ; iy @~ Carcinoma
> Ve Basocelular
Hipodermis -
Capa -
muscular

Fonte: http://www.cancerdepielcolombia.org/dt_portfolios/carcinoma-
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O tipo mais comum de céancer de pele ndo melanoma é o Carcinoma Basocelular
(CBC), seguido pelo Carcinoma de Células Escamosas (CCE) (KOSINIAK-KAMYSZ et al,
2012). A incidéncia de ambos os canceres de pele melanoma e ndo 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).

1.2.2. Etiologia e fatores de risco

O risco de desenvolver cancer de pele depende de uma combinacdo de fatores
ambientais e predisposicdes genéticas pessoais (KOSINIAK-KAMYSZ et al, 2012). A
incidéncia de cancer de pele esta relacionada a etnia, idade, género, exposicdo a radiacdo
ultravioleta (UV) e a capacidade individual de reparo do acido desoxirribonucleico (DNA)
(CHINEM; MIOT, 2011).

O principal fator etioldgico responsavel pela CBC é a exposic¢ao cronica aos raios UV
sendo a maior parte dos raios UVB (DOURMISHEV; RUSINOVA; BOTEV, 2013). A
radiacdo UVB gera fotoprodutos mutagénicos no DNA, como o0s dimeros de
ciclodipirimidina, e mutacbes em importantes genes reguladores das fungdes celulares
(CHINEM; MIQOT, 2011) resultando na ativacdo de proto-oncogenes e inativacdo de genes
supressores de tumor nos queratindcitos (DOURMISHEV; RUSINOVA; BOTEV, 2013). A
radiacdo UVA apresenta efeito indireto, gerando radicais livres citotoxicos e mutagénicos
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 varios tipos de danos causados geralmente pela radiacdo ultravioleta, como
acontece com o cancer de pele, pode ativar varias vias de mecanismos de reparo. A falha no
reparo dessas alteracBes genéticas pode levar a uma desregulacdo nos mecanismos que
controlam o crescimento celular, culminando num crescimento desordenado e formacédo de
tumor. Os sistemas de reparo do DNA desempenham um papel importante na manutencéao da
integridade do genoma e protecdo contra mutacdes que podem levar ao cancer, incluindo
cancer de pele (WUNING et al, 2014).

1.2.3. Epidemiologia
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O CBC é o tipo de cancer de pele ndo melanoma mais comum (OTSUKA et al, 2015),
que inclui o Carcinoma de células basais (CBC) e o Carcinoma de células escamosas (CCE)
(WUNING et al, 2014). Segundo Chinem; Miot (2011), o CBC é a neoplasia cutanea mais

frequente no Brasil e corresponde a 70-80% desses tumores.

Estima-se que ocorram 80.850 novos casos de cancer de pele ndo melanoma nos
homens e 94.910 nas mulheres no Brasil, em 2016. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 81,66 casos novos a cada 100 mil homens e 91,98 para cada 100 mil mulheres
(INCA, 2015).

O cancer de pele ndo melanoma é o primeiro mais incidente em homens nas Regibes
Sul (138,75/100 mil), Centro-Oeste (114,71/100 mil) e Sudeste (92,86/100 mil). Nas Regibes
Nordeste (42,48/100 mil) e Norte (28,89/100 mil), encontram-se na segunda posicdo. Nas
mulheres, é o mais frequente em quatro Regides, com um risco estimado de 134,19/100 mil
na Regido Sudeste, 102,71/100 mil na Regido Centro-Oeste, 93,58/100 mil na Regido Sul e
44,12/100 mil na Regido Nordeste. J& na Regido Norte (23,12/100 mil), ocupa a segunda
posicdo (INCA, 2015).

Na Paraiba, o cancer de pele ndo melanoma ocupa a segunda posicdo com maior
namero de casos estimados para o ano de 2016, perdendo apenas para o cancer de préstata nos
homens e cancer de mama nas mulheres (INCA, 2015) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Estimativa para 0 ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e do nimero de novos casos de cancer, segundo sexo e localizagdo priméaria*

Localizacao Primaria
Heoplasia Maligna Capntal Eztadn

Cazos Taxa Bruta Cazps Taxa Bruta
Prdsiaa
Mama Feminina
Galo do Litera
Tragueia, Bringuia & Puiman
Gidlon & Refn
Estfimaga
Gandage Oral
Laringe
Beiga
Esfago
Ovdno =
Linfoma de Hoogiin
Linfoma rdo Hodgkin
Glanduia Tireaide
Sistema Mervos0 Gentral
Leucemias

'
'
= |
=

Corpo do (kerg
Pelz Melznoma
Outras Localizagtes

Subto|
Pele nan Meianoma
Todaz 3z Meoplaziaz
* Mimesos amedondados para mdlSplos de 100/ * “Nimen de casos menor que 15
Fonte: INCA, 2015

1.3. Mecanismos de reparo do DNA

Os principais defeitos no reparo de DNA podem causar fen6tipos propensos ao cancer
(RUCZINSKI et al, 2012) uma vez que € um mecanismo de defesa onipresente que
desempenha um papel essencial na sobrevivéncia da célula e na manutencdo da estabilidade
do genoma (DECORDIER; LOOCK; KIRSCH-VOLDERS, 2010).

A capacidade de uma célula de reparar algum dano em Sseu genoma representa um
fator importante que contribui para adquirir variabilidade interindividual como resposta a
exposicdo ao agente mutagénico enddgeno ou exdgeno. Avaliando essa variabilidade

interindividual na capacidade de reparo é crucial o fornecimento de biomarcadores ndo so
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para prevencdo primaria do cancer e diagnostico precoce, mas também para o tratamento
(DECORDIER; LOOCK; KIRSCH-VOLDERS, 2010).

A falha no reparo do DNA pode ser uma causa potente de predisposi¢ao genética tanto
para o cancer de pele ndo melanoma (CPNM) como para outras doencas malignas
(RUCZINSKI et al, 2012).

A deficiéncia no reparo do DNA pode estar relacionada a extrema sensibilidade a
radiacdo ultravioleta ou pode estar relacionada a mutac6es hereditarias nos genes de reparo do
DNA. A contribuicdo de variantes alélicas comuns de genes de reparo representa um risco de

cancer para a populacao.

O reparo do DNA ¢é realizado através de multiplas interacfes bioguimicas que

implicam diversas vias. Essas vias podem estar associadas a carcinogénese.

No genoma humano, foram encontrados mais de 130 genes envolvidos em sistemas de
reparo de DNA (DECORDIER; LOOCK; KIRSCH-VOLDERS, 2010). Os mesmos autores
relatam pelo menos quatro vias principais de reparo: reparo por excisao de base (BER), reparo
por excisdo de nucleotideos (NER), reparo por incompatibilidade ou pareamento erréneo
(RM) e reparo por ruptura de cadeia dupla (RDSB).

1.3.1. O mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideo (NER)

A via de reparo por excisdo nucleotidica (NER) é enfatizada para CPNM porque
remove dimeros de pirimidina e fotoprodutos, devido as lesbes de exposicdo a radiacdo
ultravioleta (RUCZINSKI et al, 2012). Lesdes no DNA podem bloguear processos celulares
vitais tal como a transcricdo ou a replicacdo conduzindo a interferéncia na expressdo do gene
ou a conversdo de lesdes em mutacdes, respectivamente (ALEKSEEV; COIN, 2015).
Segundo os mesmos autores, defeito na transcri¢cdo pode levar a célula a apoptose, enquanto a
presenca de uma mutacdo pode conduzir a varias doencas, incluindo o céncer, com

consequéncias na sobrevida do individuo (Figura 2).

Os danos no DNA inclui dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e 6-4 fotoprodutos
pirimidina-pirimidona (6-4PPs) produzidos por irradiagéo ultravioleta (ALEKSEEV; COIN,

2015), dentre outros adutos que lesionam o DNA.
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Figura 2 — Lesdes no DNA causadas pela UVB e adi¢do de compostos quimicos. A — tipos de
lesbes que sdo alvos da via NER. B — dimeros de pirimidina causada pela UV. C — aduto
volumoso causado pela exposicao a radiagéo.
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Fonte: BUDDEN; BOUDEN, 2013; adaptado por MAIA (2017).

Essa via de reparo consiste em duas vias: 0 reparo gendmico global (GGR), que
investiga 0 genoma para vertentes distorcdes, e o reparo aclopado a transcricdo (TCR), que
remove lesdes distorcidas que blogueiam as RNA polimerases de alongamento
(DECORDIER; LOOCK; KIRSCH-VOLDERS, 2010).

Dessa forma, os polimorfismos genéticos nos genes de reparo do DNA séo alvos para
estudo do papel de genes especificos em cancer humano e na identificagdo de individuos

suscetiveis.

1.3.2. Os Genes da Familia XP

O reparo do DNA danificado é essencial para a manutencdo da estabilidade gendmica
e a sobrevivéncia das células. Poréem, as células estdo sujeitas a danos provocados

principalmente pela radiagéo ultravioleta.

A radiacdo UV geralmente resulta em morte celular, mas se ndo for controlada,

ela pode afetar a integridade do DNA das células e tecidos em homeostase e causar mutagoes
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em oncogenes e genes supressores de tumores (BUDDEN; BOWDEN, 2013). Estas
mutacdes, se ndo reparadas, descontrola a proliferacdo celular, aumentando o risco de

desenvolvimento de cancer.

A via NER é composta por 28 genes, oito deles sdo da familia XP. Defeitos em alguns
desses genes podem levar ao surgimento de varias sindromes, dentre elas, o Xeroderma
Pigmentoso (XP), que estd associado ao déficit do reparo do DNA provocado por lesdes
através da radiagdo UV (WEINBERG, 2008).

O XP é uma doenca autossémica recessiva (LEHMANN; MCGIBBON; STEFANINI,
2011) e possui 10.000 vezes maior risco de desenvolver cancer de pele ndo melanoma antes
de 10 anos e um aumento de 2.000 vezes na incidéncia de melanoma maligno antes de 20
anos de idade (SANTIAGO et al, 2015).

As células de todos os pacientes XP apresentam um aumento da frequéncia de
mutagénese ap6s exposicdo a luz UV que é correlacionada com defeitos moleculares em
processamento de danos no DNA, que conduz a consequéncias mutagénicas nas células e
aumento na tumorigénese em pacientes (KRAEMER; DIGIOVANNA, 2014).

Sete de oito genes associados a XP, chamados XPA até XPG, codificam proteinas que
atuam como componentes no grande complexo multiprotéico de reparo por excisao de
nucleotideos. O oitavo gene, XPV, especifica a DNA polimerase predisposta a erro pol-n, das
quais muitas células parecem fazer uso quando suas DNAs polimerases usuais e sdo incapazes
de copiar sobre lesbes ndo-reparadas no DNA, tais como dimeros de pirimidina
(WEINBERG, 2008). Os defeitos no oitavo gene XP ndo afetam a NER (LEHMANN;
MCGIBBON; STEFANINI, 2011).

O XPC e XPE sdo proteinas necessarias para reconhecer os fotoprodutos no DNA
(LEHMANN; MCGIBBON; STEFANINI, 2011). XPC também desestabiliza 0 DNA duplex
independente de lesdo (SCHARER, 2013). XPB e XPD fazem parte de um complexo de
proteinas TFIIH, que abre a estrutura do DNA em torno do local dos fotoprodutos. A proteina
XPA verifica se as proteinas estdo na posicdo correta e em seguida as nucleases XPG e XPF
cortam o DNA de cada lado dos danos, de modo que a secc¢do danificada pode ser removida e
substituida com o DNA intacto (LEHMANN; MCGIBBON; STEFANINI, 2011) (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do reparo por de excisdo de nucleétidos (NER): 1a —
via de reparo do genoma global (GGR) e 1b — via de reparo acoplado & transcri¢cdo (TCR),
onde as proteinas de reconhecimento de danos no DNA reconhecem a leséo causada por UV
ou outros agentes. 2 — as proteinas de reconhecimento de dano recrutam outras proteinas para
verificacdo de dano e posicionamento do complexo. 3 — a DNA polimerase é recrutada e o
fragmento lesionado ¢é retirado. 4a, 4b e 4c — a DNA polimerase faz a extensdo na regido onde
o fragmento lesionado foi retirado e a DNA ligase liga o fragmento recém-sintetizado a fita
complementar.
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Fonte: MENCK; MUNFORD (2014).

Segundo estudos realizados por Nikolaou; Stratigos; Tsao (2012), Carcinoma
Basocelular e outros tipos de CPNM podem ocorrer tanto esporadicamente ou através da

predisposicao hereditaria por meio da sindrome de Xeroderma Pigmentoso, por exemplo.

A importancia de NER na etiologia da CPNM ¢é claramente ilustrado pelo Xeroderma
Pigmentoso, uma doencga rara, altamente penetrante de mutagfes com capacidade de
modificar a NER para remover fotoprodutos do DNA, levando a mil vezes maior o risco de
CPNM (WHELESS, 2012). Assim, diferentes genes XP desempenham um papel importante
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no crescimento de tumores de Carcinomas Basocelulares, uma vez que apresentam um déficit

no reparo do DNA danificado.

1.4. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) sdo posicdes 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 abundancia de 1% ou
superior (BROOKES, 1999). Isso indica que polimorfismos ndo sdo mutagfes pontuais, mas

mutacdes gque se estabeleceram em pelo menos 1% na populacao.

Conforme Brookes (1999), os SNP podem ser bi-, tri-, ou tetra-polimorfismos alélicos.
No entanto, nos seres humanos, os SNP tri-alélicos e tetra-alélicos 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 € normalmente encontrado em areas
que rodeiam genes codificadores de proteinas — regides reconhecidas como criticos para a
ligacdo e regulacdo de microRNA e expressdo do gene/proteina (KARKI et al, 2015). Os SNP
também podem estar presentes em sequéncias ndo codificantes, introns, ou em regifes

intergénicas.

Essas variagdes no genoma podem ser alvo de estudo como propensas a

susceptibilidade a doencas, incluindo o cancer.

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

A descoberta de milhGes de polimorfismos genéticos do genoma no ser humano
desencadeou a esperanca de que essas variagcGes nas sequéncias do DNA sdo a base das
variagOes interindividuais e serd atil para a avaliacdo de risco e tratamento de doencas,

incluindo céancer. Pode-se considerar que todos os genotipos de um individuo pode
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tecnicamente ser descrito e, a partir deste conhecimento, extrapolar a atividade funcional
potencial, também conhecido como fenotipo (DECORDIER; LOOCK; KIRSCH-VOLDERS,
2010).

Pesz (2014) descreveu diversos estudos de casos com a influéncia de varios SNPs no
NER no desenvolvimento de CBC. O mesmo autor também observou em seu estudo que um
unico gene ndo pode revelar associacdes de que um SNP pode transmitir um efeito suficiente
no desenvolvimento do CBC, contudo pode haver um efeito aditivo ou mais pares de SNPs

podem influenciar o risco de CBC.

1.5. Os SNPs de interesse em Carcinoma basocelular

1.5.1 Gene XPA

O gene XPA esta localizado na regido cromossdmica 9g22.33 e contém seis éxons e
cinco introns. A proteina codificada por este gene possui 273 aminoacidos com massa
molecular de 31 KDa (TAKANA et al, 1990). Os residuos de cisteina que formam uma
estrutura de dedo de zinco e o grupo de &cido glutdmico na regido codificada foram

considerados importantes para a funcdo de reparo (MYAMMOTO et al, 1992).

XPA é uma proteina que estd envolvida em ambas as vias de reparo de genoma global
e transcricional (DING, 2012). XPA verifica a presenca de danos no DNA, recruta fatores
NER, estabiliza intermediérios de reparo, posiciona a maquinaria de reparo no DNA e
interage com varias proteinas, tais como TFIIH e ERCC1-XPF, RPA, hHRD23B, DDB,
PCNA (SCHARER, 2015; NISHI et al, 2005).

Originalmente considerado o primeiro fator de reconhecimento de dano, o XPA
consiste em diversos dominios funcionais distintos. Sua porcdo N-terminal (residuos 4-97)
contém regides de ligacdo a RPA34 e a ERCCL1 e a porcdo C-terminal (residuos 226-273) se
liga a TFIIH. O dominio central (residuos 98-219) foi identificado como o polipeptidio
minimo essencial para a ligagdo ao DNA danificado e para a ligacdo a RPA70, a maior
subunidade de cadeia simples, que é indispensavel para a etapa inicial do reparo por excisdo
de nucleotideos (SCHARER, 2013; IKEGAMI et al, 1998) (Figura 4).

a) O SNP rs745769173
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Polimorfismo de substituicdo de isoleucina para treonina no cddon 186 (1le186Thr)
(Figura 4). O codon 186 esta localizado no dominio central de XPA, que consiste em um
subdominio dedo de zinco, uma regido hélice-volta-hélice de ligacdo ao DNA. Esta regido é
estabilizada por um nucleo hidrofobico dado pelos residuos Ala 144, Leu 150, Leu 150, Leu
155, Leu 162 e lle 186 (IKEGAMI, 1998) (Figura 5).

Figura 4 — Regides de interagdo do XPA com outras proteinas e localizagdo aproximada do
rs745769173.

Porgao N-terminal (residuos Porgo Central (residuos 98-219) Porgao C-terminal
4.97) (residuos 226-273)
XPA I
Localizagdo aproximada do
rs745769173

Fonte: MAIA (2017).

A substituicdo de isoleucina para treonina pode desestabilizar a regido hélice-volta-
hélice, uma vez que a treonina é hidrofilica e essa substituicdo também poderia afetar a
interacdo com a proteina RPA nessa regido central. O XPA interage com maior afinidade no
DNA quando esta ligada ao RPA (IKEGAMI, 1998).
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Figura 5 - Dominio central do XPA.

Fonte: IKEGAMI, 1998.

1.5.2 Gene XPC

O gene XPC esté localizado na regido cromossdmica 3p25.1 e consiste em 16 éxons e
15 introns. A proteina codificada por este gene contém 940 aminoacidos. A estrutura da
proteina ainda néo foi determinada (KAMIONKA,; FEIGON, 2004).

Quanto a funcdo, € um dos oito genes fundamentais na via NER e desempenha um
papel importante nos primeiros passos do NER genoma global, especialmente no
reconhecimento de danos, formagdo do complexo aberto e reparo (HE et al, 2013). O XPC
reconhece e se liga ao DNA danificado e sua interacdo com hHR23 protege a proteina XPC
da degradacdo proteolitica e estimula a sua funcdo. Enquanto que a Centrin 2 (CENTNZ2),
uma pequena proteina de ligacdo ao célcio que pertence a superfamilia calmodulina, aumenta
a afinidade de ligagdo do XPC ao DNA (KAMIONKA; FEIGON, 2004; SUGASAWA,
2016).

Apbs o reconhecimento, o complexo XPC interage com XPA, que constitui o
complexo de pré-incisédo, com RPA. XPC também interage com TFIIH, recrutando-o para o
local da lesdo, onde atua como um helicase abrindo a dupla hélice (FRANCISCO;
MENEZES; CHAMMAS, 2008).
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a) O SNP rsb35425175

Polimorfismo de substitui¢do de lisina por asparagina no codon 108 (Lys108Asn). O XPC
interage com diversas proteinas, mas a regido onde o cddon estd localizado ainda nao foi
determinada. Embora ainda ndo determinada, o codon 108 do XPC esta proximo a regido de
interacdo com o TFIIH, que corresponde aos residuos 109-156 no XPC (OKUDA et al, 2015)
(Figura 6).

O TFIIH atua como uma helicase e 0 XPC recruta essa proteina através de interacdes
envolvendo a subunidade p62 de TFIIH (OKUDA et al, 2015).

a) O SNP rs761106780

Polimorfismo de substituicdo de glutamato por alanina no cédon 940 (GIlu938Ala). O
centro de ligacdo do XPC proposto para ser critico para a interagdo com CENTN2 esta
localizado dentro do segmento C-terminal (residuo 867-940) (Figura 6). Segundo analises da
estrutura molecular dessa regido, autores sugerem que este segmento seja altamente
desestruturado e flexivel e que a ligacdo da proteina Centrin pode estabilizar esta regido. Essa
estabilidade permite controlar o recrutamento de TFIIH (CHARBONNIER et al, 2007).

Figura 6 — Regides de interacdo do XPC com outras proteinas e localizacdo aproximada dos
rs535425175 e rs761106780.

Porgao N-terminal Porgao Central Porgao C-terminal
(residuos 109-156) (residuos 277-342) (residuos 867-940)
hHR23A e
TFIIH hHR23B CENTN2
I XPC I

Localizagdo Localizacdo
aproximada do aproximada do
rs535425175 rs761106780

Fonte: MAIA (2017)
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O SNP rs761106780 também esté localizado proximo ao polimorfismo rs2228001, SNP
muito relatado na literatura envolvido na susceptibiliadade ao desenvolvimento de neoplasias
(JIN et al, 2014; ZHOU et al, 2016; HUA et al 2016) (Figura 7).

3'UTR Sequéncia codificante

Regido de splicing Polimorfismo _ Ih‘hgﬁoﬂendosa

Fonte: <http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Sequence?db=core;r=3:14145451-
14146451;v=rs761106780;vdb=variation;vf=126627993> Adaptado por MAIA (2017)

Figura 7 — Sequéncia de nucleotideos onde se encontra o polimorfismo rs761106780 destacado com a
letra K em vermelho e ao lado desse polimorfismo esta o rs2228001 destacado com a letra K em
amarelo, citado na literatura.

O presente estudo analisou polimorfismos (SNPs) de XPA (rs745769173) e XPC
(rs535425175 e rs761106780) localizados em regides de interacdo com diversas proteinas em
amostras de tecido parafinado de pacientes com diagndstico histopatolégico de CBC. A
influéncia de SNPs no desenvolvimento dessa neoplasia pode fornecer um possivel

prognostico da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a genotipagem dos SNPs rs745769173 do gene XPA e rs535425175 e
rs761106780 do gene XPC em amostras de Carcinoma Basocelular.

2.2 Objetivos Especificos
1 - Estabelecer a frequéncia alélica dos SNPs rs745769173, rs535425175 e
rs761106780 em amostras de Carcinoma Basocelular;

2 — Estimar a associacdo dos SNPs dos genes em questdo a susceptibilidade ao

desenvolvimento de Carcinoma Basocelular.
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Atendendo as resolugdes n° 196/96 e 466/12 do Conselho Nacional de Saude e suas

complementares, que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos e

armazenamento de material biologico, o presente estudo faz parte do projeto temaético

aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade

Federal da Paraiba — UFPB sob o cddigo 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 2). Nesse estudo foram analisadas

100 amostras para cada polimorfismo.

Tabela 2 — Dados histopatolégicos das amostras de Carcinoma Basocelular.

Amostra Sexo Idade Localizacao da neoplasia Tipo Histoldgico

01 Feminino 78 Orelha esquerda Nodular

02 Feminino 78 Sulco nasolabial direito Nodular ulcerado

03 Masculino 78 Orelha direita Nodular ulcerado

04 Feminino 57 Partes moles de nariz a Esclerodermiforme
esquerda

05 Masculino 83 Canto interno do olho Nodular pigmentado
esquerdo

06 Feminino 74 Orelha direita Nodular

07 Feminino 78 Partes moles de nariz a Nodular pigmentado
esquerda

08 Masculino 70 Partes moles de orelha Nodular

direita
09 Feminino 53 Partes moles de nariz Basoescamoso nodular
10 Masculino 85 Partes moles de nariz Superficial
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11
12
13
14

15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39

Feminino
Feminino
Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino

Feminino

Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino

Feminino

74
57
78
Né&o
informado
78
65

82
68
45
45
86
58
47
81
70
77
89
80
80
94
71

62
73
67
77
72
52
70
90

esquedo
Regido Molar esquerda
Regido maxilar esquerda
Joelho direito
Regido clavicular esquerda

Ponta Nasal
Orbita esquerda, canto
lateral
Partes moles Nariz a direita
Partes moles nariz
Regido temporal esquerda
Ombro direiro
Regido pre-auticular direita
Nariz
Nariz esquerdo
Abddmen
Nariz a direita
Nariz a direita
Regido Temporal direita
Pescoco
Regido molar esquerda
Orelha direita
Canto interno do olho
esquerdo
Face esquerda
Né&o informado
Dorso nasal
Nariz
Nariz
Nariz
Regido mentoniana

Malar esquerdo

Nodular pigmentado
Infiltrado tecido fibroso
Nodular
Nodular

Nodular

Nodular

Nodular pigmentado
Nodular
Nodular

Superficial multifocal
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular
Ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular

Superficial

Nodular

Nodular
Nodular ulcerado
Nodular
Nodular ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular

Nodular pigmentado
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40

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Feminino

Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino

Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino

Masculino

75

83
33
40
o1
72
71
54
77
75
54
24
57
77
65
48
85
58
51
63

60
88
95
29
69
88
88
52
52
88

Malar direita

Face direita
Regido temporo-frontal
Olho
Regido esternal
Face
Mao
Antebrago esquerdo
Regido pré-auricular
Nariz
Ombro
Mama
Nariz
Nariz
Fronte
Nariz
Nariz
Labio superior esquerdo
Regido peitoral
Regido cervical

Regido fronto-temporal
Nariz
Periorbitaria esquerda
Braco direito
Pescoco
Olho
Torax
Nariz
Ombro direito

Nariz

Escleridermiforme
ulcerado
Nodular

Nodular pigmentado
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular

Nodular ulcerado

Nodular ulcerado
Nodular

Nodular ulcerado

Né&o informado
Nodular
Nodular
Nodular
Superficial

Nodular
Nodular
Nodular

Nodular pigmentado
ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular

Nodular ulcerado
Nodular ulcerado
Nodular
Nodular
Nodular
Superficial, multifocal

Nodular
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70
71
72
73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01
92
03
04

95
96
97
98

Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino

Masculino

Feminino
Feminino
Feminino

Masculino

67
46
83
43
43
43
Né&o
identificado
83
63

78

53
53
72
62
69
68
68
79
59
69
76
67
70
79
83

67
52
57
78

Regido periorbital
Face
Nariz
Frontal esquerda
Pescoco
Ombro

Pre-auricular

Nariz

Periorbita

Temporal esquerda

Ombro
Pescoco
Mandibular
Nariz
Regido zigomatica direita
Temporal esquerda
Dorso da méo direita
Mao direita
Malar direita
Regido frontal
Labio superior esquerdo
Face
Nariz
Nariz

Antebrago esquerdo

Face
Malar esquerda
Nariz

Nariz

Nodular ulcerado
Nodular
Nodular

Superficial, multifocal
Superficial, multifocal
Superficial, multifocal

Nodular

Nodular
Nodular
Esclerodermiforme
Nodular/ Superficial,
Ulcerado
Superficial
Superficial
Nodular
Esclerodermiforme
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular ulcerado
Nodular
Nodular pigmentado
Nodular
Nodular
Nodular
Nodular, pigmentado
Cetarose actinica
hipertrofica
Nodular
Nodular
Nodular

Nodular ulcerado
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99 Masculino 58 Nariz Nodular

100 Feminino 76 Labio superior direito Nodular

3.3. Biologia Molecular

3.3.1 Extragdo do DNA

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

As amostras de tecido parafinado foram submetidas a extragdo do DNA segundo Shang-
Rong Shi et al (2002), utilizando-se de 5 a 8 cortes histolégicos 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), apds o processo de lavagem por xilol e amostra seca foi adicionado 1mL de tampé&o de
Extragdo (Tris/HCL 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 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 homogeneizacao. A solucdo 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 tergo

do volume do sobrenadante.

Para precipitagdo do DNA foi adicionado 1ml de &lcool 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 0 DNA foi ressuspendido em 500l de agua Milli-Q estéril.
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3.3.2 Validacao in silico

3.3.2.1 Técnica e desenho dos iniciadores

O método de genotipagem utilizado neste trabalho foi 0 método Didesoxi Unico Alelo
Especifico PCR (Dideoxy single allele-specific PCR- DSASP) desenvolvida por Lima et al
(2015). 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 (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/) e BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).

3.3.3 Método Didesoxi Unico Alelo Especifico PCR (Dideoxy single allele-specific PCR-
DSASP)

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 incorporacdo do ddNTP especifico nunca deve ocorrer entre 0 SNP de interesse e 0

primer.
2. O ddNTP especifico deve ser incorporado na posicao 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, 0 que permite a discriminacao do alelo.

O método DSASP foi padronizado para 0s SNPs dos genes XPA (rs745769173) e XPC
(rs535425175 e rs761106780) (tabela 3).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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Tabela 3 - Primer e sequéncia complementar para genotipagem do SNP rs745769173 do gene
XPA e dos SNP rs535425175 e rs761106780 do gene XPC.

Gene SNPs Iniciadores/ Sequéncias complementares

5’ TTCTTGACTACCCCAAACTTCRASAG 3’
XPA rs745769173 5 YGGATTTTGTGTTGTAGAYTRTGAAGAGGKCTSTYGAAGTTT
GGGGTAGTCAAGAA 3’

o 5 ATGGTAGYCCCYCTCYTCAGAWGGTR 3’
rs535425175  5>rcA AGRAKGCAYACCWTCTGARGAGRGGGRCTACCAT 3’

5’ TCWARTGGGBRCTCAGCTCACAGCTK 3’
XPC rs761106780 S’CATTTGMGMAGCTGTGAGCTGAGYVCCCAYTWGA 3’

O método DSASP e suas condigdes
a) As condicdes da PCR

A PCR foi realizada num volume final de 25uL contendo 200uM de desoxinucleotideos
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e o didesoxinucleotideo de interesse (ddATP, ddCTP, ddTTP
ou ddGTP), cloreto de magnesio 2,0 mM - MgCI2, 20ng/mL de DNA, 200pM iniciadores
(Tabela 3) e 0,5U AmpliTag Gold (Life Technologies - Carlsbad, CA). As condi¢des da PCR
assimétrica foram as seguintes: uma pré-desnaturacdo durante 3 minutos a 94°C e 80 ciclos
de 94°C durante 20 segundos de 50°C durante 45 segundos e 72°C durante 30 segundos com

uma Ultima extensdo de 5 minutos a 72°C.
b) As condigdes de hibridagéo

O produto da amplificacdo por PCR de cada amostra foi submetida ao protocolo de
hibridacdo sob as seguintes condic¢des: 200pM da sequéncia complementar (Tabela 3), a4 °C

durante 10 minutos.
c) Andlise 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
condicBes: Pré-aquecimento a partir de 25°C a 95°C durante 1 minuto, dobrando até 45°C

para 5 minutos, e um aquecimento gradual (1°C por minuto) até uma temperatura de 95° C
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durante 5 minutos. Para andlise da curva de melting foi utilizado mistura de SYBR Green 2X
e Rox 1X (Life Technologies - Carlsbad, CA).

3.4 Analise estatistica

Nas amostras de Carcinoma Basocelular foram calculadas as frequéncias alélicas e
testadas quanto ao seu equilibrio segundo a lei de Hardy-Weinberg. Dessa forma, a lei de

Hardy-Weinberg forneceu as frequéncias alélicas esperadas como controle.

Para verificar a distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos na populacéo estudada e
a distribuicdo de idade, sexo, localizacdo do tumor e tipo histoldgico na populacdo de
pacientes; foi utilizado o teste do Qui-Quadrado ou, quando necessario, o teste Exato de

Fisher. Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Foram analisadas 100 amostras de pacientes do Estado da Paraiba com Carcinoma
Basocelular para cada polimorfismo, totalizando 200 alelos para cada SNP estudado. Dos trés
polimorfismos estudados, apenas o rs535425175 do gene XPC mostrou ser associado ao
desenvolvimento de CBC nas amostras analisadas, enquanto que o0s polimorfismos
rs745769173 e rs761106780 dos genes XPA e XPC respectivamente estdo no equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tabela 4).

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

Polimorfismos Genotipos (%) Frequéncia alélica X? p-valor
XPA AA  AG GG A G 0,977 0,9
(rs745769173) 0 18 82 0,09 0,91

XPC CC AC AA C A 14,51 0,005
(rs535425175) 6 14 80 0,13 0,87

XPC TT TG GG T G 1,23 0,5
(rs761106780) 0 20 80 0,1 0,9

A frequéncia genotipica do polimorfismo rs745769173 do gene XPA foram as
seguintes: 0% (n=0) de A/A (lle/lle), 18% (n=18) de A/G (lle/Thr) e 82% (n=82) de G/G
(Thr/Thr). Embora a frequéncia do alelo polimorfico G corresponder a 91% das amostras, as
frequéncias genotipicas indicam que estdo no equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=0,977 e
P<0,9). A temperatura de Melting (Tm) observada do alelo G variou entre 66°C e 67°C,
enquanto que o alelo A apresentou Tm de 80°C (Figuras 8 e 9).

O polimorfismo rs535425175 do gene XPC, segundo as analises estatisticas
apresentou-se em desequilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, apresentou associacdo
significativa com o risco de desenvolver CBC (X?=14,51 e P<0,005). A frequéncia genotipica
foi: 6% (n=6) de C/C (Lys/Lys), 14% (n=14) de A/C (Asn/Lys) e 80% (n=80) de A/A
(Asn/Ans). A Tm observada do alelo A foi 70°C e 87°C para o alelo C (Figuras 10, 11 e 12).



Figura 8 - Gendtipo G/G do SNP rs745769173 do gene XPA com Tm 66°C para o alelo G.
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Figura 9 - Geno6tipo A/G do SNP rs745769173 do gene XPA com Tm 80°C para o alelo A
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Figura 10 - Genotipo A/A do SNP rs535425175 do gene XPC com Tm 70°C para o alelo A.
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Figura 11 - Genotipo A/C do SNP rs535425175 do gene XPC com Tm 87°C para o alelo C.
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Figura 12 - Genotipo C/C do SNP rs535425175 do gene XPC com Tm 87°C para o alelo C.
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Quanto a frequéncia genotipica do polimorfismo rs761106780 do gene XPC,
obtivemos os seguintes resultados: 0% (n=0) de T/T (Glu/Glu), 20% (n=20) de T/G (Glu/Ala)
e 80% (n=80) de G/G (Ala/Ala). As frequéncias genotipicas nas amostras analisadas indicam
que esté no equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=1,23 e P<0,5). A temperatura de Melting (Tm)
observada do alelo G foi 74°C e 88°C para o alelo T (Figuras 13 e 14).



Figura 13 - Genotipo G/G do SNP rs761106780 do gene XPC com Tm 74°C para o alelo G.
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Figura 14 - Gen6tipo G/T do SNP rs761106780 do gene XPC com Tm 88°C para o alelo T.
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Nossos resultados também sugerem que houve significancia estatistica entre os
gendtipos encontrados do rs535425175 do gene XPC e o género (p=0,0384), porém para as
outras variaveis estudadas ndo houve significancia: idade (p=0,7281), localizacdo do tumor
(p=0,3792) e tipo histoldgico (p=0,6172) (Tabela 4).



49

Tabela 5 — Caracteristicas clinicohistopatoldgicas associadas com o gen6tipo do gene XPC do

SNP rs535425175.

Gene XPC rs535425175

Variavel Total Gendtipo  Gendtipo Genotipo p valor
CC AC AA

Género*

Feminino 51 6 (6%) 8 (8%) 37 (37,3%)

Masculino 48 0 (0%) 6 (6%) 42 (42,4%) 0,0384

Idade*

20-50 8 0 (0%) 2 (2%) 6 (6,1%)

51-70 42 3 (3%) 7(71%)  32(32,6%)

71-100 48 3 (3%) 5(51%) 40 (40,8%) 0,7281

Localizacdo do

tumor**

Cabeca 77 4 (3,8%) 12 (11,5%) 61 (58,6%)

Pescoco 4 0 (0%) 0 (0%) 4 (3,8%)

Tronco 11 1 (0,9%) 0 (0%) 10 (9,6%)

Membros 6 1 (0,9%) 2 (1,9%) 3 (2,8%) 0,3792

Tipo histoldgico

Superficial 11 0 (0%) 1 (1%) 10 (10,1%)

Nodular 83 5 (5%) 12 (12,1%) 66 (66,6%)

(Ulcerado/Pigmentado)

Esclerodermiforme 4 1 (1%) 1 (1%) 2 (2%)

Basoescamoso 1 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%) 0,6172

* Apresenta amostra sem informagao

**Apresenta amostras com mais de um tipo de tumor
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5 DISCUSSAO

Diversos polimorfismos de nucleotideo unico na literatura tém sido associados com a
susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer. Neste estudo foi analisada a associacdo de
SNP nos genes XPA e XPC, responsaveis pelo reparo por excisdo de nucleotideos, com o

aumento do risco de desenvolver Carcinoma Basocelular.

Os SNP investigados neste estudo (rs745769173 — XPA, rs535425175 — XPC e
rs761106780 — XPC) ainda ndo foram citados na literatura e foram selecionados por estarem
proximo ou em regiGes de interacdo com outras proteinas. O XPA interage com diversas
proteinas, tais como RPA, TFIIH, XPC e o complexo ERCC1-XPF (SCHARER, 2015; NISHI
et al, 2005). E o XPC interage com TFIIH, hHR23A, hHR23B, CENTN2 e XPA
(KAMIONKA; FEIGON, 2004; SUGASAWA, 2016; FRANCISCO; MENEZES;
CHAMMAS, 2008).

Polimorfismos nas regiGes de interagdo com outras proteinas nos genes de reparo
podem contribuir para a ineficiéncia funcional e consequentemente predispor o individuo ao

desenvolvimento de cancer.

Existem diversos estudos sobre o SNP rs1800975 (A23G) no gene XPA relacionados
com o risco de desenvolver diversos tipos de cancer. Esse polimorfismo esta localizado na
regido ndo traduzida 5’ (UTR) e esta a quatro nucleotideos a montante do cdédon de iniciacao.
Polimorfismos nesta area proximal podem ter implicacdes para a ligacdo da subunidade
ribossomal 40S e como resultado influenciar nos niveis de proteina na célula (MILLER et al,
2006).

Miller e colaboradores (2006) analisaram diversos SNP no gene XPA, uma na regido
de UTR (rs1800975) e haplétipos dentro de introns (rs3176633, rs3176689, rs2805835,
rs3176719, rs1962592, rs3176751 e rs3176690) em pacientes com Carcinoma Basocelular e
Carcinoma de Células Escamosas. Constataram que o alelo G do polimorfismo rs1800975
estd associado a um risco aumentado de CBC e CCE e os sete hapl6tipos estava no equilibrio
de Hardy-Weinberg. Esse foi o primeiro estudo relacionando polimorfismos no gene XPA

com a predisposic¢ao ao desenvolvimento de cancer de pele ndo melanoma.

Diferentemente de Miller e colaboradores, Ding et al (2009) realizaram uma meta-

anélise com o objetivo de analisar a associagdo do polimorfismo rs1800975 com o risco de
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cancer. Verificaram que dos 36 casos-controles analisados, em geral ndo houve associagédo
significativa entre o polimorfismo e a susceptibilidade de desenvolver céancer. Porém, na
analise estratificada por tipo de cancer, observou-se que individuos com genotipos variantes
apresentam maior risco de cancer de pulmdo. Também verificaram que individuos que
possuem o alelo A apresentam maior risco de cancer, exceto para o cancer de pele ndo
melanoma, onde o alelo A foi considerado um fator de protecdo. Ding et al (2009)
concluiram, com base em outros estudos, que polimorfismos de reparo do DNA onde os
alelos variantes sdo fatores de risco para certos tipos de cancer mas estdo associados a um
risco relativo abaixo do nulo para estudos de pele sdo resultados do papel de XPA em
diferentes tipos de células ou tecidos. Outra explicacdo seria uma maior resposta apoptotica
nos casos de cancer de pele devido a danos no DNA, levando a apoptose antes da diviséo

celular.

Outra meta-analise realizada por He, Deng, Luo (2015) para avaliar a associacao entre
o polimorfismo XPA A23G e o risco de cancer no sistema digestivo, incluindo cancer de
esdfago, cancer gastrico, cancer colorretal e carcinoma hepatocelular revelou que ndo houve
associacao significativa entre esse polimorfismo e o cancer no sistema digestivo. Também néo
encontraram associacao significativa quando verificado a analise de subgrupos por etnia, no

caso, asiaticos e caucasianos em relacdo ao polimorfismo.

Embora o principal objetivo do mecanismo por reparo por excisdo de nucleotideo seja
reparar danos causados pela UV, outros danos causados por carcindgenos podem ser alvo
dessa via, caso ocorra alteracdo na estrutura do DNA. Dessa forma, outros tipos de cancer de
origem epitelial também podem ter polimorfismos em XPA e XPC associados a

susceptibilidade para o desenvolvimento de neoplasias.

Outros polimorfismos nos genes XPA e XPC tém sido associados com o risco de
desenvolver cancer de pulmdo. O genétipo C/T do polimorfismo rs2808668 (XPA)
apresentou um aumento significativo de risco de cancer de pulmio (X?=9,846 e P=0,007).
Enquanto que o polimorfismo rs2733533 (XPC) foi associado com 1,48 vezes maior risco de
desenvolver a neoplasia. Pacientes homens e com mais de 60 anos sdo mais suscetiveis a esse
tipo de cancer (MEI et al, 2013).

Outro estudo realizado por Sakoda et al (2012) envolvendo 744 casos de paciente com
diagnostico de cancer de pulméo e 1477 controles, analisou 79 SNP em diversos genes
responsaveis pelo reparo, dentre eles 0 XPA e o XPC. Sakoda e colaboradores verificaram que
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0 polimorfismo rs3176658 do gene XPA foi um dos quatro polimorfismos que apresentaram

associagdo significativa com o diagnostico.

Nossos resultados sugerem que o polimorfismo rs745769173 (XPA) esta no equilibrio
de Hardy-Weinberg (X*=0,977 e P<0,9) nas amostras analisadas. Embora o alelo polimérfico
G seja mais frequente nas amostras estudadas e esse alelo condicione a mudanca de um
amino&cido hidrofobico isoleucina para um aminoacido hidrofilico treonina, este ultimo néo
exerce influéncia no desenvolvimento da neoplasia. Provavelmente essa troca de aminoacido
ndo desestabiliza o ndcleo hidrofébico formado por outros aminoécidos proximos,
consequentemente ndo afeta a interacdo com a proteina RPA nessa regido. 1sso pode justificar
a diferenca de resultados quando comparado com o estudo realizado por Miller et al (2006),

que investigou a associa¢do do SNP rs1800975 (XPA) com o cancer de pele ndo melanoma.

Foram encontradas associag¢Oes significativas entre o polimorfismo rs2228001 (XPC)
e o risco de cancer de pulmdo na populacéo asiatica. Jin et al (2014) na meta-analise realizado
com base em 14 estudos, verificaram que o genotipo homozigotico Lys939GIn foi associado
com o risco de desenvolver o cancer de pulmao. Enquanto que o polimorfismo rs2228000 nao

foi associado com o risco dessa patogénese.

Em céncer de mama, um trabalho realizado com 450 pacientes e 430 controles,
investigou a associacdo de 11 SNP localizados em seis diferentes genes da via de reparo por
excisdo de nucleotideo com a predisposicdo para o cancer de mama. Quatro polimorfismos
apresentaram associacao significativa com a neoplasia, dentre eles o rs1800975 (XPA) e o
rs2228000 (XPC) (HE et al, 2016).

O rs2228000 (Ala499Val) e o rs2228001 (Lys939GIn) sdo os polimorfismos mais
relatados na literatura para o gene XPC e diversos estudos tém investigado a associacdo
desses polimorfismos com o desenvolvimento de cancer. Uma meta-anélise realizada por Hua
et al (2016), envolvendo 1141 casos de pacientes com cancer colorretal e 1173 controles
investigaram a associacdo desses dois polimorfismos com o risco de desenvolver o cancer
colorretal. Em geral, os resultados revelaram que nenhuma associagdo foi observada entre
rs2228000 (P=0,300), rs2228001 (P=0,095) e o risco de cancer colorretal. Mas nas analises
estratificadas por idade, género e tabagismo; descobriram que o polimorfismo Lys939GIn foi
significativamente associado a um risco aumentado desse tipo de cancer em individuos com
57 anos ou menos (HUA et al, 2016).
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Hua e colaboradores também estudaram a populacdo do Sul da China, procurando a
associacdo dos polimorfismos rs2228000, rs2228001, rs2607775 e rs1870134 do gene XPC
com o cancer gastrico e os resultados indicaram que as variacdes genéticas nesse gene podem
ter um fraco efeito sobre a susceptibilidade nesse tipo de cancer na populacdo do sul da
China; o que justifica a confirmacdo em estudos prospectivos maiores com diferentes
populacdes étnicas (HUA et al, 2016).

Em Carcinoma de Células Escamosas da Cabeca e Pescogo (CCECP), um tipo de
cancer de pele ndo melanoma, Farnebo et al (2015) procurou investigar os SNP como
potenciais fatores de risco e indicadores de sobrevida entre pacientes caucasianos. Quatro
polimorfismos de quatro genes do mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideo foram
estudados em 169 pacientes e 344 controles. Os resultados sugerem que todos os SNP podem
afetar o risco e a sobrevivéncia de CCECP e que o rs222800 (XPC) est4 associado a um risco
aumentado de CCECP e de Carcinoma de Laringe. As analises estatisticas também revelaram
um risco aumentado de duas vezes nos pacientes com diagnostico de CCECP na presenca do
alelo T no grupo total, assim como para homens homozigéticos P=0,02 e um risco aumentado
de trés vezes mais em Carcinoma de Laringe. Os autores acreditam que 0 risco aumentado
dessas neoplasias também esté relacionado com o local que é continuamente exposto a fatores

exogenos e enddgenos que causam danos no DNA.

Ndo foram encontrados estudos de associacdo de SNP do gene XPC com a
susceptibilidade ao desenvolvimento de Carcinoma Basocelular. Mas existem alguns estudos
de associacdo de polimorfismos com o risco de desenvolver Melanoma. Jiang e colaboradores
(2015), Zhou et al (2014) realizaram meta-analises sobre a associacdo do polimorfismo
Lys939GIn na patogénese do Melanoma em caucasianos, porém os resultados sugerem que

ndo houve evidéncia de um papel importante desse polimorfismo.

N&o encontramos associacdo entre o polimorfismo rs761106780 (XPC) com o
diagndstico de CBC. Segundo as analises, 0s gendtipos para os alelos T e G estdo no
equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=1,23 e P<0,5). Esse polimorfismo est4 a um nucleotideo a
montante do rs2228001, um dos polimorfismos mais estudados do gene XPC e relacionado
com a associacao entre neoplasias. Além disso, o polimorfismo em nosso estudo encontra-se
na regido interacdo com a proteina CENT2, que estimula o reparo através da interagdo com
XPC (THOMPSON et al, 2006). Sugerimos com isso, que 0 rs761106780 n&do segrega junto

com 0 rs2228001, ou seja, ndo sdo hapldtipos e a mudanga de aminoacido ocasionada pela
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troca de uma citosina pela adenina neste polimorfismo n&o interfere na interacdo do XPC com
0 CENT2.

Quanto ao SNP rs535425175 (XPC), nossos resultados sugerem que houve associa¢ao
significativa (X°=14,51 e P<0,005) entre esse polimorfismo e a susceptibilidade ao
desenvolvimento de Carcinoma Basocelular. As analises revelaram que o gendtipo
homozigoto CC confere um risco aumentado de desenvolver CBC. O rs535425175 é um SNP
proximo do cddon a jusante do sitio de interagdo com o TFIIH, um fator de transcrigdo que
possui uma subunidade com atividade helicase. Esta é recrutada pelo XPC necesséria a

atividade de reparo.

Dessa forma, os resultados apresentados nesse trabalho corroboram com alguns
estudos anteriores, que alguns polimorfismos em regides de interacdo com outras estruturas
(proteicas ou ribossomais) nos genes XPA e XPC podem contribuir para o desenvolvimento
de cancer de pele ndo melanoma, como os resultados apresentados por Miller et al (2006) e
He et al (2016). Também foi observado que em geral, os polimorfismos mais estudados na
literatura nesses genes ndo apresentam associacdo com o risco de desenvolver neoplasias,
exceto quando se refere ao cancer de pele ndo melanoma e o cancer de pulmdo como
observado por Ding et al (2009) e Jing et al (2014). Provavelmente isso acontece porque esses
tecidos sdo mais expostos a agentes exdgenos e enddgenos que lesionam o DNA, alterando a
estrutura do DNA como dito por Farnebo et al (2015). Essa forma de lesionar o DNA, através
da adicdo de adutos devido a exposicdo de compostos por meio do tabagismo e formacdo de
dimeros de pirimidina provocada pela UV sdo os alvos do mecanismo por reparo por excisao

de nucleotideos.

Os polimorfismos relatados na literatura sobre os genes XPA e XPC sdo poucos,
necessitando realizar mais estudos e em diferentes etnias, a fim de verificar a influéncia do
polimorfismo em diversas populaces. A maioria dos SNP estudados nesses genes localiza-se
em regides de interacdo com outras proteinas. O rs1800975 (XPA), por exemplo, localiza-se
no dominio de interacdo com a subunidade menor do ribossomo. Enquanto que o rs222800
(XPC) localiza-se no dominio de interacdo com 0 RAD23B e o0 rs2228001 (XPC) esta no
dominio de interacdo com o TFIIH e 0 CENT2 (JIN et al, 2014; NISHI et al, 2005).

Quanto as variaveis clinicas histopatoldgicas, nossos resultados corroboram com 0s
dados do Inca (2015), no qual as mulheres s@o mais afetadas pelo CBC do que os homens.
Também, segundo Chinem; Miot (2011), o CBC é prevalente na populagdo com mais de 50
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anos, os tumores sdo mais encontrados na cabeca e do tipo Ulcerado pigmentado, conforme

observado em nosso estudo.
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6 CONCLUSOES

1 — Os resultados sugerem que hé associacao significativa entre o polimorfismo rs535425175
do gene XPC com o desenvolvimento de Carcinoma Basocelular nas amostras analisadas.

2 — Os resultados sugerem gue ndo houve associacdo entre 0s SNP rs745769173 do gene XPA

e rs761106780 do gene XPC com a susceptibilidade ao desenvolvimento de CBC.

3 — Nossos resultados também sugerem que houve significancia estatistica entre os genotipos

encontrados do rs535425175 do gene XPC com o género do individuo.
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ANEXO B: Artigo

Title:

Association of single-nucleotide polymorphisms of gene XPC with susceptibility to

basocellular carcinoma in samples from the Northeast region of Brazil.

Short Title: Assocition of SNP of gene XPC in BCC in the Brazilian population.

Abstract

Basal Cell Carcinoma (BCC) is the common neoplasm in humans and its main
etiological factor is exposure to solar radiation. Mutations in repair genes can lead to tumor
progression and loss of cell integrity leading to the onset of cancer. Nucleotide excision repair
(NER) is an important mechanism primarily used to repair injuries caused by UV. The
objective of this study was to evaluate single-nucleotide polymorphisms rs745769173,
rs761106780 and rs535425175 and risk of developing BCC. The present study analyzed 100
samples of paraffin-embedded tissue from patients with histopathological diagnosis of BCC.
The results were obtained by genotyping method, Dideoxy Unique Allele Specific — PCR
(DSASP). The statistical analysis and application of Chi-square and Fisher's exact test. The
SNP rs535425175 of the XPC gene showed a significant association with the BCC in the
analyzed samples (P <0.005). The results suggest that the SNP rs535425175 of the XPC gene
may be considered a risk factor associated with the development of BCC.

Key words: Basal cell carcinoma, Nucleotide excision repair, Single nucleotide

polymorphism, DSASP, Genotyping.

Introduction

Basal Cell Carcinoma (BCC) is the most common neoplasia in the world and
originates from pluripotent basal cells that have lost their differentiation capacity [1,2]. The

main etiological factor is exposure to UVB rays that damage DNA [3], which can lead to
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mutations in important genes regulating cellular functions [4]. Other factors and personal

genetic predispositions may also be associated with the development of BCC [5].

The cell has several pathways of repair mechanisms involving more than 130 genes
that correct DNA damage, contributing to the integrity and maintenance of genomic stability.
However, mutations in repair genes can lead to tumor progression and loss of cell integrity

leading to the onset of cancer [6].

Nucleotide excision repair (NER) is an important mechanism for repairing UV-
induced lesions and removing adducts that prevent replication and DNA transcription. The
NER pathway is composed of 28 genes, eight of which are from the XP family. Defects in
some of these genes may lead to the development of several syndromes, among them
Xeroderma Pigmentosum (XP), which is associated with the deficiency of DNA repair caused

by UV radiation lesions [6,7].

The XPA gene is located in the chromosomal region 9922.33 [8]. It is involved in both
global and transcriptional genome repair pathways [9]. XPA detects the presence of DNA
damage, recruits NER factors, stabilizes repair intermediates, positions repair machinery in
DNA and interacts with various proteins, such as TFIIH and ERCC1-XPF, RPA, hHRD23B,

DDB, PCNA [10,11 ].

The XPC gene is located in the chromosomal region 3p25.1 [12]. XPC recognizes and
binds to damaged DNA, interacts with hHR23 to protect itself from proteolytic degradation,
interacts with CENTN2 to increase its binding affinity for DNA. It recruits the TFIIH, which
acts as a helicase and together with the RPA constitutes the pre-incision complex, opening the

double helix [12-14].

Several studies have investigated the influence of many SNPs on the XPA and XPC

genes in the risk of developing CBC [15-18]. Thus, this study aimed to analyze
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polymorphisms (SNPs) of XPA (rs745769173) and XPC (rs535425175 and rs761106780)
located regions of interaction with several proteins in samples of paraffin tissue from patients

in northeastern Brazil.

Material and Methods

Samples

The present study analyzed 100 samples of paraffin-embedded tissue from patients with
histopathological diagnosis of BCC, totaling 200 alleles for each SNP studied. It is a
retrospective study and samples has more than five years old and were provided by the bank
of data by the Laboratory UNILAB/Jodo Pessoa — PB. The present study is part of the
thematic project approved by the Ethics Committee of the University Hospital Lauro

Wanderley - UFPB under the code CAAE: 36522614.2.3001.5883.

DNA extraction

The samples were submitted to DNA extraction, Structural Molecular Biology
Laboratory and Oncogenetics - LBMEO/ UFPB. The DNA sample was extracted according to
the method described by Shang Rong-Shi et al [11] with modifications. Genomic DNA

isolated by stored at -20°C.

Method Dideoxy single allele-specific PCR-DSASP

The polymorphisms was performed by the method of genotyping Dideoxy Single Allele
Specific PCR - DSASP developed by Lima et al. [20]. To detect the SNPs rs745769173 (XPA
gene), rs761106780 and rs535425175 (XPC gene) DSASP method involving specific primer
with specific characteristics, and sequence complementary to the hybridization step. These

sequences were obtained by in silico validation (Software GeneRunner).

Validation in silico
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The primers used for DSASP of the SNPs rs745769173 (XPA gene), rs761106780 and
rs535425175 (XPC gene) were designed based on the database Ensembl Genome Browser
and using the Gene Runner program (Table 1.) to evaluate the annealing temperature, the

formation of secondary structure and size of the amplified fragments.

Table 1. Primer and complementary sequence for genotyping the SNP rs745769173 of the XPA gene and the
SNPs rs535425175 and rs761106780 of the XPC gene.

Gene SNPs Primers/ Complementary sequence

5’ TTCTTGACTACCCCAAACTTCRASAG 3’
XPA rs745769173 5’YGGATTTTGTGTTGTAGAYTRTGAAGAGGKCTSTYGAAGTTTGGGGT
AGTCAAGAA 3’

5> ATGGTAGYCCCYCTCYTCAGAWGGTR 3’

5’TCAAGRAKGCAYACCWTCTGARGAGRGGGRCTACCAT 3’
5’ TCWARTGGGBRCTCAGCTCACAGCTK 3’

XPC rs535425175

XPC rs761106780 5S’>CATTTGMGMAGCTGTGAGCTGAGYVCCCAYTWGA 3°

PCR Conditions

PCR was performed in a final volume of 25 pL containing 200 uM dNTP (dATP,
dCTP, dTTP and ddGTP), 2.0 mM MgCl,, 20 ng/uL DNA, 200 pM primer and 0.5 U
AmpliTaq Gold (Life Technologies - Carlsbad, CA). PCR conditions for amplification of
single stranded DNA were as follows: a pre-denaturation for 3 min at 94°C and 80 cycles of

94°C for 20 s of 50°C for 45 s and 72°C for 30 s with a final extension of 5 min at 72°C.

Hybridization conditions

The product of the PCR amplification of each sample was subjected to hybridization
step under the following conditions: 200 pM of the complementary sequence at 4°C for 10

min.

Melting Curve Analysis
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The melting curve were analysed to determine the Tm performed by Real Time PCR
equipment 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - Carlsbad, CA) following
the conditions: preheat starting at 25°C to 95°C for 1 min, folding up to 45°C for 5 min and
gradual heating (1°C/min) until a temperature of 95°C for 5 min. For melting curve analysis,

SYBR® Green Mix (Life Technologies - Carlsbad, CA) was used.
Statistical Analysis

Analyzes of Hardy-Weinberg and Chi-square test were carried out using the statistical

program BioEstat 5.3. O P<0,05 considered significant.
Results

The SNPs rs745769173 of the XPA gene and the rs761106780 of the XPC gene were
not associated with Basal Cell Carcinoma. Only rs535425175 of the XPC gene was shown to
be associated with the development of BCC in the analyzed samples (P <0.005) (Table 2.).
The genotype frequency of rs535425175 was 6% (n =6) C/ C (Lys/ Lys), 14% (n=14) A/
C (Asn / Lys) and 80% (Asn / Ans). The observed T m was 70 °C for allele A and 87 °C for

allele C (Figures 1 and 2).

Table 2. Genotypic distribution and allelic frequency of SNPs in the genes studied.

SNP Genotypes (%) Allele frequence x? p-valor
XPA AA AG GG A G 0,977 0,9
(rs745769173) 0 18 82 0,09 0,91

XPC CC AC AA C A 14,51 0,005
(rs535425175) 6 14 80 0,13 0,87

XPC TT TG GG T G 1,23 0,5

(rs761106780) 0 20 80 0,1 0,9
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Our results also suggest that there was a statistical significance between the genotypes
of the XPC gene rs535425175 and the gender (p = 0.0384), but for the other variables studied
there was no significance: age (p = 0.7281), tumor location (p = 0.3792) and histological type

(p=0.6172) (Table 3.).

Table 3. Clinicohistopatological characteristics associated with the genotype.

Gene XPC rs535425175

Variable Total Genotype Genotype Genotype p valor
CC AC AA

Genre*

Female 51 6 (6%) 8 (8%) 37 (37,3%)

Male 48 0 (0%) 6 (6%) 42 (42,4%) 0,0384

Age*

20-50 8 0 (0%) 2 (2%) 6 (6,1%)

5170 42 3 (3%) 7 (7,1%) 32 (32,6%)

71 - 100 48 3 (3%) 5 (5,1%) 40 (40,8%) 0,7281

Location of tumor

**

Head 77 4 (3,8%) 12 (11,5%) 61 (58,6%)

Neck 4 0 (0%) 0 (0%) 4 (3,8%)

Trunk 11 1 (0,9%) 0 (0%) 10 (9,6%)

Members 6 1 (0,9%) 2 (1,9%) 3 (2,8%) 0,3792

Histological type

Superficial 11 0 (0%) 1 (1%) 10 (10,1%)

Nodular (Ulcerated 83 5 (5%) 12 (12,1%) 66 (66,6%)

/ Pigmented)

Sclerodermiform 4 1 (1%) 1 (1%) 2 (2%)

Bassoquamous 1 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%) 0,6172

* Displays sample without information
** Presents samples with more than one type of tumor
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Discussion

Several single-nucleotide polymorphisms have been associated with susceptibility to
the development of cancer. The SNPs investigated in this work (rs745769173 - XPA,
rs535425175 and rs761106780 - XPC) have never been cited in previous studies and were

selected because they are close to or in regions of interaction with other proteins.

Miller et al. (2006) analyzed several SNPs in the XPA gene, one in the UTR region
(rs1800975) and haplotypes within introns (rs3176633, rs3176689, rs2805835, rs3176719,
rs1962592, rs3176751 and rs3176690) in patients with Basal Cell Carcinoma and Cell
Carcinoma Squamous. They found that the G allele of polymorphism rs1800975 is associated
with an increased risk of BCC and CEC and the seven haplotypes were in the Hardy-
Weinberg equilibrium. This was the first study to relate polymorphisms in the XPA gene with

the predisposition to the development of non-melanoma skin cancer [15].

Differently from Miller and colleagues, Ding et al (2009) performed a meta-analysis to
analyze the association of rs1800975 polymorphism with cancer risk. They verified that of the
36 control cases analyzed, in general there was no significant association between the
polymorphism and the susceptibility to develop cancer. However, in stratified analysis by
type of cancer, it was observed that individuals with variant genotypes present a higher risk of

lung cancer [21].

Significant associations were also found between the rs2228001 polymorphism (XPC)
and the risk of lung cancer in the Asian population. Jin et al (2014) in the meta-analysis
conducted on the basis of 14 studies found that the homozygous genotype Lys939GIn was
associated with the risk of developing lung cancer. While the polymorphism rs2228000 was

not associated with the risk of this pathogenesis [22].
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In Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (CCECP), a type of non-
melanoma skin cancer, Farnebo et al. (2015) sought to investigate PNS as potential risk
factors and indicators of survival among Caucasian patients. Four polymorphisms of four
genes of the nucleotide excision repair mechanism were studied in 169 patients and 344
controls. The results suggest that all SNPs may affect the risk and survival of CCECP and that
rs222800 (XPC) is associated with an increased risk of CCECP and Laryngeal Carcinoma.
Statistical analyzes also revealed a twofold increased risk in patients diagnosed with CCECP
in the presence of the T allele in the total group, as well as in homozygous men P = 0.02 and a

three-fold increased risk in Laryngeal Carcinoma [23].

No association studies of XPC gene SNP with susceptibility to the development of
Basal Cell Carcinoma were found. But there are some studies of association of
polymorphisms with the risk of developing melanoma. Jiang and colleagues (2015), Zhou et
al (2014) performed meta-analyzes on the association of Lys939GIn polymorphism in the
pathogenesis of melanoma in Caucasians, but the results suggest that there was no evidence of

an important role of this polymorphism [24].

Our results suggest that there was a significant association (P <0.005) between
polymorphism rs535425175 (XPC) and susceptibility to the development of Basal Cell
Carcinoma. The analysis revealed that the homozygote genotype CC confers an increased risk
of developing BCC. The rs535425175 is a SNP near the codon downstream of the site of
interaction with TFIIH, a helicase recruited by the XPC required repair activity. The SNPs
rs745769173 and rs761106780 of the XPA and XPC genes respectively showed no

association with the neoplasia.
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Figure 1 — Genotype A/A of the SNP rs535425175 of the XPC gene with Tm 70°C for the
allele A.
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Figure 2 - Genotype A/C of the SNP rs535425175 of the XPC gene with Tm 87°C for the C
allele.
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