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RESUMO 

 

 

O carcinoma basocelular (CBC) é considerado um tumor que envolve fatores genéticos, epigenéticos e 

ambientais. Sendo a radiação UVB considerada um dos principais agentes físicos envolvido na 

carcinogênese da epiderme promovendo danos ao DNA. Em resposta aos danos no DNA os mecanismos 

de reparo do DNA são ativados, entre eles, o Mecanismo de Reparo de Mal Pareamento (MMR). O 

sistema MMR é uma via extremamente importante para manter a fidelidade da replicação, no entanto 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em genes envolvidos no MMR deve ser considerado fator 

importante para carcinogênese do CBC. O presente estudo realizou a genotipagem dos SNPs 

rs560246973 (T>C), rs2303425 (-118 T>C) no gene MSH2 e rs565410865 (G>T) no gene MLH1, em 

100 amostras de tecido parafinado de pacientes diagnosticados com carcinoma basocelular. Os 

resultados foram obtidos por meio do método de genotipagem Didesoxi Único Alelo Específico PCR- 

DSASP. Os SNPs rs565410865 MLH1 e rs560246973 (C>T) MSH2 apresentaram associação 

estatisticamente significativa à susceptibilidade e o risco de desenvolver CBC. Os resultados sugerem 

que SNPs rs565410865 MLH1 e rs560246973 (C>T) MSH2 são potenciais marcadores moleculares 

associados à susceptibilidade ao desenvolvimento do CBC nas amostras analisadas. 

 

Palavras-chave: Carcinoma Basocelular, gene MLH1, gene MSH2, SNPs, DSASP. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Basal cell carcinoma (BCC) is considered a tumor involving genetic, epigenetic and environmental 

factors. UVB radiation is considered to be one of the main physical agents involved in the carcinogenesis 

of the epidermis promoting DNA damage. In response to DNA damage the DNA repair mechanisms are 

activated, among them, the mismatch repair mechanism (MMR). The MMR system is an extremely 

important to maintain the fidelity of replication, however single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 

genes involved in MMR should be considered an important factor for CBC carcinogenesis. The present 

study carried out the genotyping of SNPs rs560246973 (T> C), rs2303425 (-118 T> C) in the MSH2 

gene and rs565410865 (G> T) in the MLH1 gene, in 100 samples of paraffin-embedded tissue from 

patients diagnosed with basal cell carcinoma. The results were obtained by means of the Dideoxy Single 

Genotype Allele Specific PCR-DSASP genotyping method. SNPs rs565410865 MLH1 and 

rs560246973 (C> T) MSH2 showed a statistically significant association with the susceptibility and risk 

of developing BCC. The results suggest that SNPs rs565410865 MLH1 and rs560246973 (C> T) MSH2 

are potential molecular markers associated with susceptibility to the development of BCC in the 

analyzed samples. 

 

Key words: Basal cell carcinoma, MLH1 gene, MSH2 gene, SNPs, DSASP.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1.Câncer 

Em princípio estudos consideravam que o câncer se originava por meio de mutações 

sucessivas no DNA em células germinativas e somáticas, resultando em alterações genéticas 

que contribuem para o desenvolvimento de cânceres hereditários e esporádicos, estudos 

posteriores revelaram que alterações epigenéticas, como metilação de genes específicos, 

também eram relevantes na formação dos tumores, de forma que ambas alterações podem afetar 

genes associados à carcinogênese resultando em ganho de função quando ativam oncogenes, 

perda de função quando inativam de genes supressores de tumor e comprometimento da 

estabilidade genômica quando inativam genes dos mecanismos de reparo do DNA 

(KNUDSON, 1971; BAYLIN et al., 1986; VOGELSTEIN;  KINZLER, 1993). 

Os tumores podem ser divididos em duas categorias de acordo com o seu grau 

proliferativo: benignos quando não há invasão de tecidos adjacentes e malignos que progridem 

em metástases (WEINBERG, 2008). 

O crescimento do tumor envolve uma série de fatores relacionados com a desregulação 

no ciclo celular, mais precisamente do circuito de processamento de sinais biológicos, que tem 

como consequência a capacidade de uma célula com mutação proliferar-se continuamente. 

Hanahan e Weinberg (2011) discutem seis etapas necessários para o desenvolvimento das 

carcinogêneses: 1) sinalização proliferativa sustentável, 2) escape de supressores de 

crescimento, 3) invasão e metástase, 4) imortalidade replicativa, 5) indução de angiogênese e 

6) resistência a morte celular (Figura 1). 
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Figura 1- Etapas adquiridas por uma célula neoplásica para o desenvolvimento da carcinogênese.  

 

Fonte: Hanahan e Weinberg (2011). 

 

Damaei et al. (2005) sugerem alguns fatores ambientais de riscos para o desenvolvimento 

de um tumor, como a exposição continua a luz ultravioleta, radiação ionizante, tabaco, álcool, 

agentes infecciosos causadores de algumas patologias, exposição ocupacional, dieta 

inadequada, agentes químicos cancerígenos entre outros.  

Dentre os fatores externos relacionados como o modo de vida e o ambiente do indivíduo, 

também é observado variações genéticas e epigenéticas na sequência de DNA, que quando 

integrados aos fatores citados acima podem contribuir nas alterações do genoma. Decorrentes 

de mutações sucessivas ou até mesmo falhas no mecanismo de metilação do DNA, que podem 

resultar em perda ou ganho de função em genes envolvidos com o controle do ciclo celular, que 

correspondem aos proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados com 

reparo do DNA (BERGER; GARRAWAY, 2009). Podendo assim comprometer a integridade 

do material genético e consequentemente o desenvolvimento de células tumorais em um 

determinado tecido. 
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1.2. Pele 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, este  compõe uma área de aproximadamente 

2m² e compreende entre 15 a 20% do peso corporal (MARTIN; VULIN; HENDRY, 2016).  

Sua principal função é fornecer proteção contra agressões mecânicas e químicas 

provenientes do meio externo, como também contribuir para impedir a perda de água, mudanças 

de temperatura, radiação e infecção (BLANPAIN; FUCHS, 2006). É constituída pela epiderme 

camada mais externa e a derme, que apresenta tecido conjuntivo vascular, rico em colágeno 

denso responsável pelas propriedades mecânicas (QUAN; FISHER, 2015) .   

 

  1.2.1 Epiderme  

 

A epiderme é composta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, que está 

ligado a uma lâmina basal subjacente, apresenta espessura em torno de 20 a 100μm até 1,4mm 

dependendo de sua localização (MARTIN; VULIN; HENDRY, 2016).  

Constituídas por quatro camadas (Figura 2): córnea que é a camada mais externa,  

apresenta queratinócitos desprovidos de núcleos e organelas citoplasmáticas, com grande 

quantidade de filamentos de queratina; camada granulosa, formada por células que contêm 

muito grânulos de queratina e que estão passando pelo processo de apoptose;  camada espinhosa 

formada por queratinócitos em mitose, onde se origina o carcinoma espinocelular e  por último 

a camada basal, responsável pela renovação celular da epiderme, devido à grande quantidade 

de células-troncos e  intensa atividade mitótica (BLANPAIN; FUCHS, 2006; KHAN et al., 

2012).  
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      Figura 2- As células constituintes da epiderme humana.  

 

         Fonte: Standring et al. (2016)  

 

A epiderme é constituída preferencialmente por queratinócitos, estes sofrem sucessivas 

alterações morfológicas e na composição da queratina, dependendo da sua localização 

(STANDRING et al., 2016). Também são encontrados outros tipos de células, como células de 

Lagerhans presentes em quase todas as camadas, funcionam como um componente do sistema 

imune, pois fazem o reconhecimento de antígenos (KHAN et al., 2012), células de Merkel que 

associam-se com nervos sensoriais (HAEBERLE; LUMPKIN, 2008) e melanócitos presentes 

na camada basal, que são responsáveis pela produção de melanina, pigmento que protege a pele 

contra a radiação ultravioleta (RUV) (HIROBE, 2014). 

No entanto, quando a superfície da pele é diretamente exposta à RUV, pode resultar em 

danos no genoma de suas células (YIN, et al., 2014; KIM; HE, 2014). As células na tentativa 

de minimizar os efeitos da RUV, possuem diversos mecanismos de defesas, os quais estão 

reparo do DNA e apoptose (DUBAS; INGRAFFEA, 2013; ESPINHA et al., 2015). No entanto 

havendo alteração em um desses mecanismos, pode resultar na carcinogênese e no 

desenvolvimento de um provável câncer de pele, como o Carcinoma Basocelular (CBC).  
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1.3. Carcinoma Basocelular  

 

O câncer de pele não-melanoma é classificado em dois subtipos, o carcinoma basocelular 

(CBC) e carcinoma espinocelular (CEC). O CBC é um tumor maligno, sendo um dos cânceres 

com maior predominância em seres humanos, apresenta características bem peculiares, alvo de 

estudos na tentativa de compreender melhor o desenvolvimento da carcinogênese (MADAN et 

al., 2010). 

Em 1827 o cirurgião irlandês, Artur Jacob foi o primeiro a descrever os aspectos clínicos 

do tumor, o qual denominou de úlcera facial (JACOB,1827). O nome atual, partiu da descrição 

histológica pelo patologista Krompecher, ao observar células tumorais semelhantes às da 

camada basal da epiderme (KROMPECHER, 1903).  

A possível origem celular do CBC ainda é duvidosa, estudos relatam seu desenvolvimento 

a partir de células basais da epiderme humana (LEWIN; CARUCCI, 2015). Há evidencias de 

que as células malignas são derivadas de  células-tronco da epiderme interfolicular e da raiz do 

folículo capilar (YOUSSEF et al., 2010).  

O CBC é classificado em vários subtipos histológicos e apresenta comportamentos 

biológicos bastante distintos, sendo que os mais representativos do tumor são o nodular, 

superficial e esclerodermiforme (MENDAÇOLLI  et al., 2015).  

Tumores como estes apresentam um lento crescimento, as lesões proeminentes do 

desenvolvimento do tumor podem causar dano tecidual e dependendo da sua localização levam 

ao comprometimento das funções normais de determinados órgãos. As lesões são mais 

frequentes em áreas fotoexpostas, cerca de 80% são encontradas na cabeça e no pescoço, com 

predominância na face, especificamente no nariz e  nas bochechas, sendo os subtipos nodular, 

micronudular e infiltrante são predominantes e o subtipo superficial  o mais comum nas demais 

regiões do corpo (CHANG; GAO, 2013; MOHAMMAD, et al, 2015).  

A ocorrência de comportamento invasivo, ou seja, metastático é raro (OZGEDIZ, et al., 

2008). Todavia é importante salientar que apesar da baixa taxa de mortalidade, é um grave 

problema para o sistema de saúde pública e privada, configurando-se até mesmo como uma 

epidemia global, uma vez que é relevante o aumento do número de pessoas com a neoplasia.  

Os custos com o tratamento excedem os gastos com outros cânceres, a sua incidência é 

alta, sendo necessário uma série de opções terapêuticas que podem resultar na cura do paciente, 



21 
 

dentre os quais estão: excisão cirúrgica, curetagem e terapia tópica (GOLDENBERG et al., 

2016; GUY et al., 2015).  

Desta forma, políticas públicas de prevenção, como também meio que possibilite a 

detecção precoce do câncer de pele, são essenciais para evitar eventuais problemas na 

integridade física dos indivíduos, como diminuir gastos na saúde com o tratamento.  

 

1.3.1 Epidemiologia 

 

O câncer de pele não melanoma, é a neoplasia maligna mais frequente na população 

mundial, estudo recente mostra um aumento significativo em diversos países ao redor do mundo 

(LOMAS; LEONARDI‐BEE; BATH‐HEXTALL, 2012).  

Cerca de 3,5 milhões de diagnósticos de câncer de pele não melanoma são realizados a 

cada ano, destes 80% são CBC, caracterizando-o como uma das neoplasias cutâneas mais 

comum (GANDHI; KAMPP, 2015). Nos Estados Unidos estudo recente relatam um aumento 

em 14% de diagnósticos de CBC entre 2006 a 2012,  com cerca de 2 milhões de novos casos  

sendo registrados por ano  (ROGERS et al., 2015). Na Austrália a incidência de CBC é uma 

das maiores, quando comparado com outros cânceres frequentes na  população (DORAN et al., 

2015).  Embora a incidência de câncer de pele seja menor em Asiáticos, um estudo realizado 

entre 2011 a 2013 na Índia, relatou um crescente aumento em diagnósticos de CBC (KUMAR 

et al., 2014).  

No Brasil, o mesmo representa com maior predominância entre homens e mulheres, em 

estimativa biênio 2016-2017 realizada pelo Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes 

da Silva (INCA), apontou cerca de 180 mil novos casos de câncer de pele não-melanoma. Na 

região nordeste estimou-se um risco de 42,48/100 mil habitantes para homens e 44,12 /100 mil 

habitantes para mulheres, considerando o estado da Paraíba avaliou-se a possibilidade de 2.030 

novos casos neste estado (INCA, 2015).  

A sua incidência varia entre diferentes populações, sendo mais predominante em pessoas 

com pele clara, principalmente do tipo I, II e III (classificação por Fitzpatrick) em que pode-se 

citar os caucasianos, asiáticos entre outros grupos étnicos (SNG et al., 2009; TAN et al., 2015). 

 Estudo sugere um maior índice de indivíduos portadores desta neoplasia maligna, sendo 

que os resultados mostram maior prevalência entre homens com idade superior a 60 anos de 
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idade, isto provavelmente é justificável  pelo maior tempo de vida do indivíduo e 

consequentemente maior exposição acumulativa a radiação solar (REVENGA-ARRANZ et al., 

2004). 

 No entanto nos últimos anos pesquisas apontam uma crescente incidência entre mulheres 

jovens com faixa etária entre 20 a 30 anos, sendo que esses dados também são significativos 

para homens jovens (BIRCH‐JOHANSEN et al., 2010; WU; STEIN, 2013; MOHAN; CHANG, 

2014). Desta forma a realização de estudos para descobrir as possíveis causas que conduzem a 

maior incidência de câncer de pele na população jovem é de grande relevância no meio 

científico. 

 

1.3.2   Etiologia  

 

O CBC envolve tanto fatores genéticos, como cor da pele, considerando a classificação 

dos fototipos de pele proposto por Fitzpatrick (Tabela 1), histórico familiar de algumas 

síndromes genéticas como síndrome do nevo-basocelular, xeroderma pigmentoso e a síndrome 

de Lynch (NIKOLAOU; STRATIGOS; TSAO, 2012), instabilidade genômica, resultante de 

mutações e polimorfismos e fatores ambientais como a exposição prolongada a RUV 

principalmente na infância, terapia de imunossupressão (DEPR et al., 2011), medicamentos 

fotossensibilizantes como por exemplo os antibióticos (KARAGAS et al., 2007),  radiação 

ionizante (LICHTER et al., 2000), exposição ao arsênio (SURDU et al., 2013), entre outras 

substâncias carcinogênicas, a influência de fatores ocupacionais, e o uso de álcool (HUSEIN et 

al., 2012). 
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         Tabela 1- Classificação dos fototipos de pele por Fitzpatrick.   

 

 
          Fonte:  Pereira (2013).  

 

Um dos fatores predominantes para o seu desenvolvimento do CBC é a exposição 

prolongada de RUV, principalmente por indivíduos de pele clara (NOUBISSI et al., 2014).  

A RUV é classificada considerando o seu comprimento de onda que corresponde a UVA 

(320-400 nm), UVB (280-320nm) e UVC (200-280mn), sendo que a luz solar que penetra a 

superfície da terra é composta por 90% UVA e 10% UVB (WRIGHT; WELLER 2015). 

Consequentemente as regiões e países próximos a linha do equador, como é o caso do Brasil, 

com 92% de seu território localizado entre a linha do equador e o trópico de Capricórnio, 

recebem maior incidência dos raios solares (ZINK, 2014). O estado da Paraíba é 

geograficamente propício ao nível elevado e uniforme de RUV (Figura 3), além de ser banhado 

pelo oceano Atlântico, que contribui principalmente para diversas atividades socioeconômicas 

ao ar livre tem como consequência exposição prolongada de indivíduos direta ou indiretamente 

a radiação solar.  

 

 

 

 

Fototipos    Eritema  Pigmentação   Sensibilidade  

I Branca  

 

 

II Branca  

 

 

III Morena clara  

 

 

IV Morena moderada  

 

V Morena Escura  

 

 

VI Negra  

Sempre se 

queima  

Sempre se 

queima  

Queima 

moderadamente  

Queima pouco  

Queima 

raramente  

Nunca se queima  

Nunca se 

bronzeia 

Ás vezes se 

bronzeia  

Bronzeia 

moderadamente  

Sempre bronzeia  

Sempre bronzeia  

Totalmente 

pigmentada   

Muito sensível  

 

Sensível  

 

Normal  

Normal  

Pouco sensível  

Insensível  
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       Figura 3- Índice de radiação ultravioleta na América do Sul e em João pessoa PB.  

 

          Fonte: http://satelite.cptec.inpe.br/uv/ 

 

Ao considerar o seu nível de penetração na pele humana, a UVA penetra profundamente 

na derme onde é absorvida, enquanto que a UVB atinge apenas a epiderme (Figura 4), 

resultando assim em danos na sequência de DNA de células predominantes desta região.   

 

Figura 4 – Espectro solar evidenciando o comprimento de onda da radiação UV nas camadas da pele 

humana.  

 

                 Fonte: Siqueira (2014). 

 

http://satelite.cptec.inpe.br/uv/
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Apesar da UVB incidir em pouca quantidade, é a radiação mais diretamente absorvida 

pelo DNA, levando a formação de fotoprodutos, que induzem lesões que consequentemente 

podem interromper a replicação e a transcrição do DNA, sendo desta forma a mais cancerígenas 

entre as demais (BUDDEN; BOWDEN, 2013).  

Desta forma, a UVB é considerada um agente físico causador do processo carcinogênico 

na epiderme (KIM; HE, 2014). Assim em resposta a danos ao DNA vias de reparo são ativadas 

para manter a integridade do genoma e evitar a persistência de alterações na sequência 

nucleotídica que consequentemente pode resultar no desenvolvimento de tumores.  

 

1.4  Mecanismo de Reparo de Mal Pareamento do DNA (MMR) 

 

As enzimas de reparo são de extrema importância na progressão do ciclo celular, pois 

estas têm como principal finalidade evitar a continuação de possíveis erros, que possam ser 

induzidos na sequência de DNA. De acordo com Dizdaroglu (2015), todos os organismos vivos, 

apresentam em suas células, vias de reparo alternativas para reparar diferentes lesões, causadas 

tanto por agentes endógenos como exógenos, no entanto as mutações e polimorfismos podem 

interferir na resposta eficaz desse sistema.   

São cinco as vias de reparo mais conhecidas até o momento: Reparo de Mal Pareamento 

(MMR), que faz a correção de erros durante a replicação do DNA na fase S do ciclo celular 

(ZHANG et al., 2015); Reparo por excisão de nucleotídeos (NER) que reconhece e repara danos 

do DNA através da identificação de distorções na sequência nucleotídica causadas pela radiação 

ultravioleta, através da formação de fotoprodutos como dímeros de pirimidina ciclobutanos 

(CPDs) e (6-4) fotoprodutos pirimidina pririmidona (6-4PP), em que podem atuar impedindo a 

replicação e transcrição do DNA (BUDDEN; BOWDEN, 2013); Reparo por excisão de base 

(BER) que  é o mecanismo responsável por evitar danos por espécies reativas de oxigênio 

(ROS) endógenos, pois remove e repara bases oxidadas (LEANDRO; SYKORA; BOHR, 

2015); Reparo direto que corresponde a uma via que repara bases danificadas diretamente 

através da fotorreativação, pelo auxílio da enzima DNA-fotoliase, na qual reverte o dano pela 

quebra de ligações covalente entre duas pirimidinas e assim regenera o estado originais das 

bases (WATSON, et al, 2008); e  o reparo de quebra de fita dupla (DSB), este último pode atuar 

de duas maneiras tanto por recombinação homóloga (HRR) como por junção de extremidades 

não homólogas (NHEJ) (MENG, et al, 2015; WOOD, et al, 2005).   
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O MMR é o mecanismo de reparo do DNA, no qual enzimas detectam e removem 

possíveis erros, cometidos pela DNA polimerase logo após a síntese de DNA (Figura 5). Então 

o MMR envolve a excisão dos nucleotídeos que resultam em falhas no alinhamento entre a fita 

parental e nascente de DNA, os erros mais frequentes são aqueles cometidos pela DNA 

polimerase em regiões que apresentam sequencias repetidas, ou durante a incorporação de bases 

erradas (WEINBERG, 2008).  

 

Figura 5- Ilustração da correção de erro no DNA pelo Sistema de Reparo de Mal Pareamento (MMR) 

em humanos.  

 

                       Fonte: Adaptado de Schneider (2015).  

 

O MMR é um dos sistemas de reparo mais bem conservados tanto em eucariotos como 

procariotos (ERIE; WENINGER, 2014). Este corresponde uma via extremamente importante 

para manter a fidelidade da replicação, uma vez que falhas em seus componentes resulta em 

mutações na sequência do DNA, que podem causar a susceptibilidade a vários tipos de cânceres. 

O sistema em eucariotos utiliza dois grupos de proteínas homólogos a procariotos, as 

MSH que funcionam como heterodímeros de duas subunidades distintas Mutsα (MSH2-MSH6) 

que reconhece nucleotídeos únicos desemparelhados e Mutsβ (MSH2-MSH3), este reconhece 

loops de inserção/deleção, fazem parte o complexo MSH a (Msh4-Msh5) que não apresentam 
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função no sistema MMR, porém são importantes durante a recombinação mitótica, pois 

reconhecem junções Holliday (MJELLE, et al., 2015). Já as MLH funcionam também como 

heterodímeros (MutLα: MLH1 e PMS2; MutLβ: MLH1 e PMS1; MutLy: MLH1 e MLH3), 

assim todas as proteínas citadas são de extrema importância para a atuação na via MMR em 

humanos (REYES et al., 2015).   

Em humanos o mal pareamento é reconhecido primeiramente por dois heterodímeros 

MSH2-MSH3 ou MSH2-MSH6, estes quando ligados recrutam o complexo MLH1-PMS2, que 

apresenta um sítio endonuclease em PMS2, o mesmo também é essencial para recrutar outras 

proteínas para o reparo como Exo1, PCNA, RPA e a DNA Polimerase δ (SMITH et al., 2013; 

STOJIC; BRUN; JIRICNY, 2004). 

 

1.5  Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms) 

 

Os SNPs compreendem um dos tipos de alterações no genoma mais frequentes, definido 

como variações de uma única base na sequência nucleotídica que persiste com um percentual 

maior ou igual a 1% na população (BROOKES, 1999).  

Estes podem estar presentes em regiões reguladoras de genes, regiões codificadoras e 

afetar a expressão gênica causando possíveis alterações na estrutura das proteínas (KIM; 

MISRA, 2007), sendo relevante a associação de SNPs com a possível susceptibilidade ao 

desenvolvimento de muitos tipos de doença e consequentemente a resposta do indivíduo, para 

manter a homeostase celular.  

Estudos sugerem associação entre SNP em genes MMR e a susceptibilidade a diversos 

tumores como em MSH2 rs63749993 e MLH1 rs9876116 e câncer de esôfago (Sun et al., 2014), 

MLH1 rs1799977 e câncer de mama (Smith, 2008), PMS2 rs7797466 e câncer de ovário (Song 

et al., 2006), MSH2 rs2303425 e câncer colorretal (Mrkonjic et al., 2007), hMSH2 rs2303425 e 

câncer  gástrico (Xiao et al., 2012), hMLH1 rs1800734, hMSH2 rs2303425  e câncer de pulmão 

(Slováková et al., 2015), MLH1 rs1799977 e câncer de próstata (Langeberg et al., 2010).  

Mutações polimórficas nos genes do mecanismo de reparo MMR, em especial nos genes 

hMLH1 e hMSH2 é um fator ao risco para o indivíduo desenvolver tumores hereditários e 

esporádicos (XIAO et al., 2012). 
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Estudos estabelecem correlação entre polimorfismos nos genes MLH1 e MSH2 e a 

susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores de origem epitelial. Em um estudo de meta-

análise envolvendo 17.791 casos e 13.782 controles, verificou-se que o polimorfismo 

rs1800734 (A>G) estava associado com o risco de câncer colorretal (WANG et al., 2012).  

Desta forma, uma vez que os SNPs podem determinar o grau de diversidade genética 

existente em uma determinada população, estes podem ser utilizados como marcadores 

genéticos, com finalidade de contribuir para o prognóstico de pacientes susceptíveis a 

desenvolver CBC, e explicar a evolução clínica e resposta terapêutica dos indivíduos 

acometidos pela doença. O presente trabalho analisou os SNPs rs560246973 (T>C), rs2303425 

(-118 T>C) no gene MSH2 e rs565410865 (G>T) no gene MLH1em amostras de indivíduos 

diagnosticados com CBC.  

 

1.5.1 Gene MLH1 e SNP rs565410865  

 

O gene MLH1 é homólogo mutL de E. coli, um dos principais genes envolvidos no 

mecanismo MMR, sendo o mesmo altamente conservado na maioria das espécies 

(PAPADOPOULOS et al., 1994). 

Em humanos o gene MLH1 está localizado na região cromossômica 3p22.2 (Figura 6), 

sendo composto por 19 éxons, 58 kb de comprimento e codifica uma proteína nuclear com 756 

aminoácidos apresentando peso molecular de 80 KDa (HAN et al; 1995; FUKUHARA et al., 

2014). 

        Figura 6- Localização do gene MLH1 no genoma humano.  

 

               Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1#location 

 

A proteína MLH1 possui um domínio N-terminal, no qual é essencial para a atividade 

ATPase e um domínio C-terminal, onde reside sítios de interações entre homólogas mutl 

https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1#location
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MLH2, MLH3, PMS1 ou PMS2, e proteínas EXO1, BLM e PCNA envolvidas no reparo e na 

replicação do DNA (MODRICH, 2006; DHERIN, et al; 2009; WU, et al., 2015).  

Estudos revelam que além da participação no reparo de mal pareamento a proteína MLH1 

também realiza outras funções para auxiliar na manutenção da homeostase celular, como a 

ativação da parada do ciclo celular, no qual o sistema de reparo é recrutado e assim corrigi 

danos possibilitando a continuação do ciclo celular. No caso de danos irreversíveis, atua na 

ativação do apoptose e na regulação da migração celular interagindo com outras proteínas de 

sinalização celular e formação do crossing-over durante a meiose (MCDAID, et al., 2009; 

HINRICHSEN, et al., 2014; SANTUCCI-DARMANIN, et al., 2000). 

O SNP rs565410865 (G>T) no gene MLH1 se encontra no limite íntron/éxon (Figura 7), 

próximo de um sítio de processamento 3’ e 76 pares de bases a montante do éxon 14. (SHERRY 

et al., 2001).  

 

Figura 7- Localização do SNP rs565410865 no limite íntron/éxon do gene MLH1. 

 

 Fonte: Elaborada pela autora.  

Estudos recentes têm mostrados que a substituição de base em uma sequência de DNA 

em uma região de íntron pode alterar a regulação do gene em nível de processamento de RNA, 

uma vez que pode criar novos sítios de processamento, além de alterar elementos regulatórios 

do splicing (SER) (VAN DER KLIFT et al., 2015; WIBOM et al., 2012).  Estes elementos 

reguladores contribuem para a fidelidade do processamento do pré-mRNA, pois estão 

localizados dentro de éxons e íntros, em sítios específicos  para o reconhecimento do 
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spliceossomo e as proteínas auxiliares de ligação ao RNA aos locais corretos para remoção de 

íntrons e a junção dos éxons (WARD; COOPER, 2010).    

 

1.5.2 Gene MSH2 e SNPs rs560246973 e rs2303425  

 

O MSH2 é um gene homólogo MutS de E. coli e envolvido com o MMR, o mesmo 

localizado em humanos na região cromossômica 2p21 (Figura 8), abrange um segmento de 73 

kb com 16 éxons, codificando uma proteína de localização nuclear contendo 934 aminoácidos, 

apresentando peso molecular correspondente a 104,7 KDa (FISHEL, et al., 1993; 

KOLODNER, et al., 1994).  

 

Figura 8- Localização do gene MSH2 no genoma humano.  

 

                  Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH2#location 

 

A proteína MSH2 é um componente do complexo Muts em eucariotos, está envolvida na 

formação de heterodímeros com MSH6. 

 Estudos de cristalografia foram realizados na tentativa de compreender a estrutura 

proteica de ambas. Então foram observados nesses estudos 5 domínios conservados similares 

aos de E. coli, definidos como domínio 1 na região N terminal de MSH2 e MSH6, este 

representa uma região de ligação com o DNA mal pareado, o domínio 2 pode estar envolvido 

com a sinalização alostérica entre os domínios 3 e 5,  o domínio 3 apresenta uma característica 

marcante, uma vez que está presente em duas áreas distintas da molécula, o domínio 4 é 

composto por cadeia beta, que faz contato com DNA não específico, e está inserido entre duas 

regiões do domínio 3, enquanto que o domínio 5 está localizado no C-terminal de ambas 

proteínas e corresponde ao domínio ABC-ATPase neste ocorre ligação e hidrólise de ATP, a 

https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH2#location
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MSH2 apresenta sítios de ligação ao íon magnésio (FISHEL; WILSON, 1997; WARREN, et 

al., 2007; EDELBROCK; KALIYAPERUMAL; WILLIAMS 2013).  

É importante salientar que SNPs em genes MMR principalmente em MSH2 podem levar 

a inativação de proteínas de MSH2, sendo um fato relevante para o desenvolvimento de 

tumores. 

Pereira et al. (2013) revelaram uma significativa redução da expressão da proteína MSH2 

em células escamosas de carcinoma de cabeça e pescoço, demostrando que essa baixa expressão 

está associada a um menor tempo de vida do indivíduo que é relevante para considerá-la como 

um forte indicador da progressão do tumor.  

 

a) SNP rs560246973 (T>C) 

O SNP rs560246973 também está localizado no limite íntron/éxon do gene MSH2 

próximo de um sítio de processamento 3’ com 72 pares de bases a montante do éxon 14 

(SHERRY et al., 2001)  (Figura 9). 

 

  Figura 9- Localização do SNP rs560246973 no limite éxon-íntron do gene MSH2. 

 

   Fonte: Elaborada pela autora.  
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b) SNP rs2303425 (-118 T>C) 

O SNP rs2303425 está localizado na região promotora do gene MSH2 (Figura 10), 118 

nucleotídeos a montante do sítio de início da transcrição, mais especificamente em uma região 

relevante para a ligação de fatores de transcrição (MRKONJIC et al., 2007). 

 

     Figura 10- Região promotora do gene MSH2 e os diferentes fatores de transcrição associados.  

 

     Fonte: Elaborada pela autora.  

 

Segundo Bansidhar; Silinsky (2012), o gene MSH2 pode sofrer inativação tanto por 

alterações epigenéticas como mutações gênicas na região promotora.  Iwahashi et al. (1998) 

demostraram que a região promotora do gene MSH2 é composta por 298 pb, no qual apresenta 

elementos de ativação em cis que servem como sítios de ligação para diferentes fatores de 

transcrição.  
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2 OBJETIVOS  

 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

Realizar a genotipagem dos SNPs rs560246973 (T>C), rs2303425 (-118 T>C) no gene MSH2 

e rs565410865 (G>T) no gene MLH1, em amostras de tecido parafinado de pacientes 

diagnosticados com carcinoma basocelular. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1 - Estabelecer a frequência alélica dos SNPs rs560246973(T>C), rs565410865(G>T), 

rs2303425 (-118 T>C) em amostras de carcinoma basocelular.  

 

2 – Estimar a associação dos SNPs dos genes em questão à susceptibilidade ao desenvolvimento 

de Carcinoma basocelular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Aspectos éticos 

Atendendo às resoluções nº 196/96 e 466/12 do Conselho Nacional de Saúde e suas 

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

armazenamento de material biológico, o presente estudo faz parte do projeto temático aprovado 

pelo Comitê de Ética do Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal da 

Paraíba – UFPB sob o código 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 Laboratório UNILAB/Patologia Ivan 

Rodrigues/ João Pessoa - PB, com diagnóstico histopatológico de Carcinoma Basocelular e 

informações sobre sexo, gênero, localização do tumor e tipo histológico (Tabela 2). Nesse 

estudo foram analisadas 100 amostras para cada polimorfismo. 

Tabela 2 – Dados histopatológicos das amostras de pacientes com carcinoma basocelular.  

Amostra  Sexo  Idade  

Localização 

anatômica  Tipo histopatológico  

 

 

1 Masculino  66 Orelha  Nodular ulcerado  

2 Masculino  65 Região molar  Nodular pigmentado  

3 Feminino  78 Orelha Nodular  

4 Feminino  81  Nariz  Nodular ulcerado  

5 Feminino  78 Sulco nasolabial  Nodular ulcerado  

       6 

       7 

Masculino  

Feminino  

78 

57 

Orelha  

Nariz  

Nodular ulcerado  

Esclerodermiforme  

       8            Masculino  83 Olho  Nodular pigmentado  

       9 Feminino  74 Orelha  Nodular  

10 Feminino  78 Nariz  Nodular pigmentado  

11 Masculino  70 Orelha  Nodular  

12 Feminino  53 Nariz  Nodular basoescamoso  

13 Masculino  85 Nariz  Superficial  

14 Feminino  74 Região Molar  Nodular pigmentado  

15 Feminino  57 Região maxilar  Infiltrante  

16 Masculino  51 Ombro  Nodular  

17 Masculino  78 Joelho  Nodular  

18 Feminino  63 Dorso do nariz  Nodular  
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19 Masculino  78 Ponta Nasal  Nodular  

20 Masculino  53 Olho  Nodular  

21 Masculino  92 Região molar  Nodular, ulcerado  

22 Feminino  82 Nariz  Nodular pigmentado  

23 Feminino  72 Nariz Nodular  

24 Feminino  58 Nariz Superficial multifocal  

25 Feminino  68 Nariz Nodular  

26 Masculino  45 Ombro  Superficial multifocal  

27 Feminino  58 Sulco nasolabial  Nodular  

28 Feminino  58 Nariz  Nodular  

29 Masculino  81 Abdôme  Nodular  

30 Masculino  77 Orelha  Ulcerado  

31 Masculino  70 Nariz  Nodular  

32 Masculino  77 Nariz  Ulcerado  

33 Feminino  80 Pescoço  Nodular  

34 Masculino  54 Lábio superior  Nodular  

35 Feminino  66 Região retro-auricular  Nodular  

36 Feminino  69 Dorso Nasal  Nodular  

37 Feminino  62 Olho Nodular, pigmentado  

38 Masculino  54 Nariz  Nodular  

39 Feminino  71 Olho Nodular  

40 Masculino  62 Face  Nodular  

41 Feminino  67 Dorso nasal  Nodular  

42 Feminino  72 Nariz  Nodular 

43 Masculino  33 Frontal Nodular pigmentado  

44 Masculino  36 Nariz  Nodular ulcerado  

45 Feminino  38 Torax  Superficial 

46 Feminino  72 Face Nodular 

47 Masculino  71 Mão Nodular 

48 Feminino  58 Região molar  Nodular 

49 Masculino  54 Antebraço  Nodular ulcerado  

50 Feminino  77 Região pré-auricular Nodular ulcerado  

51 Feminino  75 Nariz  Nodular 

52 

53 

Feminino  

Masculino  

63 

54 

Face  

Ombro  

Nodular 

Nodular ulcerado  

54 Feminino  57 Nariz  Nodular 

55 Feminino  77 Nariz  Nodular 

56 Feminino  65 Órbita  Nodular 

57 Feminino  65 Região frontal  Nodular 

58 Masculino  85 Nariz  Nodular 

59 Masculino  51 Região peitoral Nodular 

60 Feminino  68 Mento esquerdo Nodular 

61 Masculino  63 Região cervical Nodular ulcerado 

62 Masculino  60 

Frontal-temporal  

 Nodular 

63 Masculino  69 Pescoço  Nodular ulcerado  
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64 Feminino  66 Nariz  Nodular  

65 Masculino  88 Olho Nodular  

66 Masculino  88 Torax  Nodular 

67 Feminino  52 Nariz  Nodular  

68 Masculino  88 Nariz  Nodular  

69 Feminino  67 Região periorbital Nodular ulcerado  

70 Feminino  83 Nariz  Nodular 

71 Masculino  43 Fúrcula esternal Superficial multifocal  

72 Masculino  43 Regiãofrontal  Superficial multifocal  

73 Masculino  43 Pescoço  Superficial multifocal  

74 Masculino  43 Ombro Superficial multifocal  

75 Feminino  83 Nariz  Nodular 

76 Feminino  63  Região periorbita Nodular esclerodermiforme 

77 Feminino  78           Temporal  Nodula ulcerado 

78 Masculino  58 Ombro Nodular ulcerado  

79 Masculino  53 Ombro Superficial 

80 Masculino  53 Pescoço  Superficial 

81 Masculino  72 Região mandibular Nodular 

82 Feminino  55 Nariz Nodular 

83 Masculino  62 Nariz Esclerodermiforme 

84 Masculino  69 Região zigomática  Nodular  

85 Feminino  68 Região temporal  Nodular  

86 Masculino  83 Antebraço  Superficial  

87 Masculino  59 Região molar  Nodular  

88 Feminino  69 Região frontal Nodular pigmentado 

89 Feminino  76 Lábio superior  Nodular  

90 Feminino  67 Face  Nodular 

91 Masculino  70 Nariz Nodular  

92 Masculino  79 Nariz Nodularpigmentado  

93 Masculino  83 Antebraço  Superficial  

94 Feminino  67 Face  Nodular  

95 Feminino  41 Região peitoral Nodular  

96 Feminino  52 Região molar  Nodular  

97 

98 

Feminino  

Masculino  

57 

78 

Nariz 

Nariz 

Nodular  

Nodular ulcerado  

99 Masculino  58 Nariz Nodular  

100 Feminino  76 Lábio superior  Nodular  

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 

 



37 
 

3.3 Biologia Molecular  

3.3.1 Extração do DNA 

As amostras foram submetidas à extração do DNA, no Laboratório Biologia Molecular 

Estrutura e Oncogenética (LBMEO) do Departamento de Biologia Molecular da Universidade 

Federal da Paraíba – UFPB. 

As amostras de tecido parafinado foram submetidas à extração do DNA segundo Shi et 

al. (2002) com modificações. Foram utilizados de 5 a 8 cortes histológicos com 3µm espessura 

cada. Os cortes histológicos foram adicionados em microtubos de 1,7mL e sofreram lavagens 

de xilol aquecido para retirada da parafina do tecido como descrito por Shi et al. (2002), após 

o processo de lavagem por xilol e as amostras secas, foram adicionados 1mL de tampão de 

Extração (Tris/HCL 0,01M; Sacarose 0,32M; MgCl2 5mM; Triton X-100 1%, KCl 50mM, NP-

40 0,45%; Tween 20 0,45%) e adicionados 5µL de proteinase K (10 mg/mL) e aquecidas a 

55°C por 3 horas. 

Decorrido este tempo, foram adicionados 1,5mL de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 

(25:24:1). Neste passo, a mistura sofreu inversões suaves por aproximadamente 5 minutos para 

a completa homogeneização. A solução homogeneizada foi centrifugada a 3000rpm por 10 

minutos e o sobrenadante transferido para outro microtubo de centrífuga, onde foram 

adicionados 1,5mL de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). Este microtubo sofreu inversões 

suaves até sua homogeneização. Neste último procedimento (clorofórmio/álcool isoamílico), o 

sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde foi adicionado um volume de acetato 

de amônio 7.5M equivalente a um terço do volume do sobrenadante. 

Para precipitação do DNA foi adicionado 1ml de álcool absoluto refrigerado e realizada 

a centrifugação a 10.000 RPM por 5 minutos. O DNA foi desidratado em estufa a 60ºC. Após 

a secagem o DNA ressuspendido em 500µl de água Milli-Q estéril.  

3.3.2. Validação in sílico 

3.3.2.1. Técnica e desenho dos iniciadores 

O método de genotipagem utilizado no trabalho foi o método de genotipagem Didesoxi 

Único Alelo Específico PCR (Dideoxy single allele-specific PCR- DSASP) desenvolvida por 

Lima et al (2015). Para genotipagem dos SNPs do gene MLH1 (rs565410865) e do gene MSH2 
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(rs560246973 e rs2303425) foram desenhados iniciadores e sequências complementares em 

regiões intrônicas e promotora dos respectivos genes (Quadro 1). 

Os iniciadores foram desenhados por validação in silico com auxílio de bancos de dados 

e software de análise de alinhamento de sequência 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). 

 

Quadro 1- Genes e seus respectivos polimorfismos, bem como a sequência dos iniciadores e 

complementares específicos para cada polimorfismo amplificado pelo método DSASP.  
 

Gene SNPs Iniciadores/ Sequências complementares 
 

MlH1 
 

 
rs565410865 
 
 
 
 

 
5’CTTTGCTTACTTGGTGTCTCTAGTTCTGG 3’ 
 
5’CAGGMACCAGAACTAGAGACACCAAGTAAGCAAAG3” 

 
MSH2 

 
rs560246973 

 
5’AATCCATTATGTTTGTGGCRTATCCTTCCC 3’ 
 
5’GACRATACATTGGGAAGGATAYGCCACAAACATAATG
GTT 3’ 
 

 
MSH2 

 
rs2303425 

 
5’ACCCWCSKAAACSCAGCCCTGGAAGC3’ 
 
5’KACCAYAYCMARTCAGCTTCCAGGGCTGSGTTTMSG
WGGGT3’ 
 

  Fonte: Elaborado pela autora.  

3.3.3 Método Didesoxi Único Alelo Específico PCR (Dideoxy Single Allele-Specific 

PCR- DSASP)  

 

O método DSASP se apresenta como procedimento de genotipagem e consiste em 

desenhar o iniciador e sequencia complementares específicos, o método apresenta alta 

sensibilidade e pode ser usada para qualquer polimorfismo de base única (LIMA et al., 2015).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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A genotipagem pelo método DSASP deve considerar as seguintes recomendações: 

1. A incorporação do ddNTP específico nunca deve ocorrer entre o SNP de interesse e o 

primer. 

2. O ddNTP específico deve ser incorporado na posição do SNP do alelo de interesse.  

3. O produto de amplificação por PCR assimétrica será hibridizado com a sua sequência 

complementar e deve gerar fragmentos de cadeia dupla com tamanhos e Tm diferentes; 

cada fragmento ou Tm corresponde ao seu alelo específico, o que permite a discriminação 

do alelo. 

3.3.3.1. O método DSASP e suas condições 

a) As condições da PCR assimétrica 

Para detecção dos SNPs do gene MLH1 (rs565410865) e do gene MSH2 (rs560246973 e 

rs2303425) foram utilizados protocolos de PCR assimétrica em que se obteve melhores 

resultados para análise. As condições necessárias para a PCR assimétrica e amplificação das 

sequências de interesse dos genes MLH1 e MSH2 estão resumidas a seguir (Quadro 2).  

 

    Quadro 2- Protocolos para PCR assimétrica e amplificação dos SNPs nos genes MLH1 e MSH2.  

 

GENE  

  

PCR 

       

MLH1 

     

  MSH2 

 

MSH2 

SNPs  rs565410865    rs560246973 rs2303425 

 

 

Preparo da 

Reação 

H2O 14ul 14ul 15,5ul  

Tampão  10 X         10 X 10 X 

MgCl2  2mM 2mM 2mM 

dNTP+ddNTP 4ul 4ul 3ul 

Iniciador  1,5ul 1,5 ul 

 

2ul 

 

Taq DNA 

polimerase  

 

1U 

 

1U 

 

1U 

DNA 400ng/ul  400ng/ul   200ng/ul  

Volume final 

da reação  

 

25ul 

 

25ul 

 

 

25ul 

     Fonte: Elaborado pela autora.  
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No método DSASP a PCR é assimétrica, ou seja, usa-se apenas um primer para amplificar 

apenas uma fita correspondente ao fragmento de interesse, desta forma foi necessário logo após 

a amplificação, fazer a hibridização com uma sequência complementar. Assim, para todas os 

SNPs as condições da PCR assimétrica foram as seguintes:  Pré-desnaturação durante 2 minutos 

a 94°C e 100 ciclos de desnaturação durante 10 segundos a 94°C, anelamento por 40 segundos 

a 55°C, extensão durante 15 segundos a 72°C com uma última extensão de 2 minutos a 72°C e 

temperatura de conservação de 12°C constante.  

b) As condições de hibridização 

O produto da amplificação por PCR assimétrica de cada amostra foi submetido ao 

protocolo de hibridização sob as seguintes condições: 200pM da sequência complementar 

(Quadro 1), a 4 °C durante 10 minutos. 

c) Análise da Curve Melting  

A análise da curva de melting para determinação da Tm foi realizada no equipamento 

7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - Carlsbad, CA), seguindo, as condições: 

Pré-aquecimento a partir de 25ºC a 95ºC durante 1 minuto, dobrando até 45ºC para 5 minutos, 

e um aquecimento gradual (1°C por minuto) até uma temperatura de 95° C durante 5 minutos. 

Para análise da curva de melting foi utilizado mistura de SYBR Green 2X e Rox 1X (Life 

Technologies - Carlsbad, CA). 

3.4 Análises estatísticas 

Nas amostras de Carcinoma Basocelular foram calculadas as frequências alélicas e 

testadas segundo equilíbrio de Hardy-Weinberg. Dessa forma, o equilíbrio de Hardy-Weinberg 

forneceu as frequências alélicas esperadas como controle. 

Para verificar a distribuição dos genótipos dos polimorfismos na população estudada e a 

distribuição de idade, sexo, localização do tumor e tipo histológico na população de pacientes; 

foi utilizado o teste do Qui-Quadrado ou, quando necessário, o teste Exato de Fisher. Para todos 

os testes foi considerado um nível de significância de 5%. 

  



41 
 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Dados demográficos e histopatológicos  

 

Quando analisada a associação dos genótipos encontrados para o SNP rs560246973 

(C>T) no gene MSH2 e as variáveis gênero, faixa etária, localização anatômica da neoplasia e 

tipos histopatológicos, observou-se que não houve nenhuma significância estatística (Tabela 3). 

No entanto em relação aos genótipos encontrados para o SNP rs565410865 (G>T) no gene 

MLH1 houve significância estatística para as variáveis faixa etária (p= 0,0027) e localização 

anatômica (p=0,0191) (Tabela 4).  

Tabela 3 - Dados demográficos e histopatológicos associados com a variação genotípica do SNP 

rs560246973 (T>C) e susceptibilidade ao CBC.  

  

 

MSH2 rs560246973 (T>C) 

                               

Variável  Total  Genótipo  Genótipo  Genótipo  p valor  

  TT TC CC  
Gênero  

      
Feminino  51 (51%) 41(80%) 0 (0%) 10 (20%) 0,6328 

Masculino  49 (49%)  37 (75%) 0 (0%) 12 (25%)  

      
Faixa etária       

      
30-50 9 (9%) 6 (67%) 0 (0%) 3 (33%)  
50-70 49 (49%) 36 (73%) 0 (0%) 13 (27%) 0,2571 

70-90 42 (42%) 36 (86%) 0 (0%) 6 (14%)  

      
Localização 

anatômica       

      
Cabeça e pescoço  84 (84%) 66 (79%) 0 (0%) 18 (21%)   
Tronco  11 (11%) 8 (73%)  0 (0%) 3 (27%) 0,9195 

Membros superiores  4 (4%) 3 (75%) 0(0%) 1( 25%)  
Membros inferiores  1 (1%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)  
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Tipos 

histopatológicos  

Nodular  

Esclerodermiforme  

83 (83%) 

2 (2%) 

64 (77%) 

2 (100%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

19 (23%) 

0 (0%) 

Superficial  12 (12%) 9 (75%) 0 (0%) 3 (25%) 0,8246 

Infiltrante  1 (1%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)  
Ulcerado 2 (2%) 2 (100%) 0(0%) 0 (0%)  

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

Tabela 4- Dados demográficos e histopatológicos associados com a variação genotípica do SNP 

rs565410865 (G>T) e susceptibilidade ao CBC.  

  

 

MLH1 rs565410865 (G>T) 

              
Variável  Total  Genótipo Genótipo Genótipo p valor 

  GG GT TT  
Gênero       
Feminino  51(51%) 41 (80%) 0 (0%) 10 (20%)  p 0,4157 

Masculino  

  

49(49%) 43 (88%) 0 (0%) 6 (12%)  

      
Faixa etária       

      
30-50 9 (9%) 4  (44%) 0 (0%) 5 (56%)  
50-70 49(49%) 44 (90%) 0 (0%) 5 (10%) p 0,0027 

70-90 42(42%) 36 (86%) 0 (0%) 6 (14%)  

      
Localização 

anatômica       

      
Cabeça e pescoço  84(84%) 73 (87%) 0 (0%) 11 (13%)  

Tronco  

11 

(11%) 7 (64%) 0 (0%) 4 (36%) p 0, 0191 

Membros superiores  4 (4%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)  
Membros inferiores  1 (1%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)  
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Tipos 

histopatológicos  

      

Nodular  

83 

(83%) 71 (86%) 0 (0%) 12 (14%)  
Esclerodermiforme  2 (2%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)  

Superficial  

12 

(12%) 8 (67%) 0 (0%) 4 (33%) p 0,4363 

Infiltrante  1 (1%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)  
Ulcerado 2 (2%) 2 (100%) 0 (0%) 0(0%)  

Fonte: Elaborada pela autora.  

4.2 Associação dos SNPs nos genes MSH1 e MSH2 com o risco de CBC  

O papel da influência de SNPs em genes MSH2 (rs560246973 e rs2303425) e MLH1 

(rs565410865) no desenvolvimento do carcinoma basocelular ainda é desconhecido. Assim, no 

presente trabalho foram estabelecidas e analisadas as frequências alélicas e genotípicas dos 

referidos SNPs, segundo Equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabela 5).   

Este trabalho é o primeiro estudo com a finalidade de avaliar a associação dos SNPs 

rs560246973 e rs2303425 no gene MSH2 e o rs565410865 no gene MLH1 com a 

susceptibilidade ao desenvolvimento de carcinoma basocelular no estado da Paraíba e na 

literatura especializada.  

Tabela 5- Distribuição alélica e genotípica de SNPs nos genes MLH1 e MSH2 em indivíduos com CBC.  

Gene/SNPs               Genótipos  Frequência alélica  X2 p-valor 

        
MSH2 

rs560246973 TT TC  CC T C 

 

 

 78 (78%) 0 (0%) 22 (22%) 0,78 0,22 96,16 0,0001 

        
MLH1 

rs565410865               GG GT TT G T 

 

 

 84 (84%) 0 (0%) 16 (16%) 0,84 0,16 97,44 0,0001 

        
MSH2 

rs2303425 CC CT TT C T 

 

 

 82 (82%) 18(18%) 0 (0%) 0,91 0,09 0,97 0,62 

        

Fonte: Elaborada pela autora.  
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A frequência alélica do SNP rs560246973 no gene MSH2 obtido pelo DSASP foi de 0,78 

e 0,22 para o alelo T e C, respectivamente. Com a seguinte distribuição genotípica: 78% (n= 

78) T/T, 22% (n=22) CC e 0% (n= 0) CT. Observou-se uma temperatura de Melting de 70,64 

°C para o alelo T (Figura 11) e 68,44 °C para o alelo C (Figura 12).  

 

Figura 11- Curva de melting representando o genótipo T/T do SNP rs560246973 do gene 

MSH2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Equipamento de PCR em real tempo- 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - 

Carlsbad, CA). 
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Figura 12- Curva de melting representando o genótipo C/C do SNP rs560246973 do gene MSH2.  

 

Fonte: Equipamento de PCR em real tempo- 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - 

Carlsbad, CA).  

 

Comparando as frequências genotípicas observadas e esperadas para o SNP rs560246973 

(T>C), foi observado que a nossa população amostral não está em equilíbrio de Hardy-

Weinberg, sendo X² = 96,16 apresentando P ≤ 0,0001. Assim, o resultado sugere que o referido 

SNP no gene MSH2 está associado com a susceptibilidade ao risco desenvolver CBC.  
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Na genotipagem do SNP rs565410865 no gene MLH1, obtendo-se frequências alélicas 

de 0,84 para o alelo G e 0,16 para o alelo T, com a seguinte distribuição genotípica: 84% (n=84) 

G/G, 16% (n=16) T/T e 0% (n=0) G/T.  Quanto a análise da curva de melting, observou-se 

temperaturas de 74, 4 °C (Figura 13) para o alelo G e 75,54 °C para o alelo T (Figura 14).  

 

Figura 13- Curva de melting representando o genótipo G/G do SNP rs565410865 do gene MLH1.  

 

 

Fonte: Equipamento de PCR em real tempo- 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - 

Carlsbad, CA). 
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Figura 14- Curva de melting representando o genótipo T/T do SNP rs565410865 do gene MLH1.  

 

 

Fonte: Equipamento de PCR em real tempo- 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - 

Carlsbad, CA). 

 

Ao analisar as frequências genotípicas observadas e esperadas para o SNP rs565410865, 

foi demostrado que a nossa população amostral não está em equilíbrio de Hardy-Weinberg 

(EHW), pois o resultado foi estatisticamente significativo, uma vez que x²= 97,44 apresentando 

P ≤ 0,05, ou seja, a variante alélica no gene MLH1, pode estar associada com o aumento do 

risco para o desenvolvimento de CBC.  
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Assim como os SNPs citados acima, a genotipagem do SNP rs2303425 (-118T>C) 

presente no gene MSH2, foi realizada pelo o método DSASP, na qual obteve-se frequência 

alélica de 0,91 e 0,09 para o alelo C e T respectivamente, com a seguinte distribuição genotípica: 

82% (n=82) C/C, 18 % (n=18) C/T e 0,0% (n=0) T/T. Observou-se uma temperatura de melting 

de 73,97 °C para o alelo C (Figura 15) e 86,06 °C para o alelo T (Figura 16).  

 

Figura 15- Curva de melting representando o genótipo C/C do SNP rs2303425 do gene MSH2.  

 

Fonte: Equipamento de PCR em real tempo- 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - 

Carlsbad, CA) 
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Figura 16- Curva de melting representando o genótipo C/T do SNP rs2303425 do gene MSH2.  

 

Fonte: Equipamento de PCR em real tempo- 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies - 

Carlsbad, CA). 

 

O polimorfismo rs2303425 (-118 T>C), segundo análises estatísticas da população 

amostral, o mesmo se encontra em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW), uma vez que o qui-

quadrado foi de x²= 0,97 e P > 0,05, portanto a variante alélica no gene MSH2 de acordo com 

o presente resultado, não está associada com o aumento do risco para o desenvolvimento de 

CBC nas amostras analisadas.  
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5 DISCUSSÃO  

 

O reparo do material genético é primordial para a manutenção e estabilidade do genoma, 

contribuindo para manter a homeostase celular. A mais comum variação genética são os SNPs 

com prevalência de aproximadamente 4,5 milhões, distribuídos por todo o genoma, tanto em 

regiões codificantes como não codificantes do gene, podendo causar efeitos silenciosos, 

inofensivos ou nocivos (MAHDI; NASSIRI; NASIRI, 2013).  

Alterações na sequência do DNA como a substituição de um único nucleotídeo dentro de 

sequências de genes que codificam proteínas que participam na via MMR ou até mesmo em 

regiões de íntron, principalmente de genes MLH1 e MSH2 pode ter um importante papel 

patogênico, com um possível fenótipo tumoral uma vez que pode afetar a função normal da 

proteína (BIANCHI et al., 2011; SMOLARZ et al., 2014).  

A realização de estudos para analisar associação de SNPs á susceptibilidade ao CBC é de 

grande relevância em genes de reparo da via MMR, uma vez que não há estudos anteriores com 

a população brasileira, principalmente na região nordeste onde ocorre incidência de RUV 

elevada. O presente estudo analisou os SNPs rs565410865 no gene MLH1 e rs560246973, 

rs2303425 no gene MSH2 que estão envolvidos com a susceptibilidade do CBC.  

Estudos indicam uma discreta prevalência de CBC em homens (WU et al., 2013).  No 

presente estudo, a diferença entre os gêneros não foi tão relevante, no entanto houve um maior 

número de casos do sexo feminino, corroborando com estudo realizado por Benedet et al. 

(2007). É provável que este fato esteja relacionado com a influência de cuidados com a beleza 

como a utilização de câmaras de bronzeamento artificial e a exposição exagerada a radiação 

solar em períodos de lazer (BONIOL et al., 2012). 

Com relação à associação dos SNPs rs560246973 e rs565410865 do gene MSH2 à 

susceptibilidade ao CBC em relação ao gênero, não foi estatisticamente significante, sugerindo 

que outros fatores como a localização geográfica da Paraíba contribuem para um nível elevado 

e uniforme de RUV, portanto, um fator de risco semelhante tanto para homens como mulheres.  

A faixa etária mais acometida foi entre 50 a 70 anos de idade, apoiando estudos anteriores 

(CUSTÓDIO et al., 2010; ZARGARAN et al., 2013). Este fato pode ser explicado pelo o 
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envelhecimento que resulta em maior tempo de exposição à radiação solar e outros fatores de 

riscos como substâncias carcinogênicas, que podem diminuir a eficiência do sistema de reparo 

do DNA ao logo do tempo e consequentemente contribuir para o desenvolvimento do CBC 

(PAN et al., 2016). De acordo com Cahoon et al. (2015) o risco de desenvolver CBC entre 

mulheres com esta faixa etária pode estar associado a menopausa e consequentemente o uso de 

terapia hormonal.   

Considerando a associação dos genótipos encontrados para o SNP rs565410865 (G>T) com 

a faixa etária, foi observado que indivíduos homozigotos para o alelo G e com faixa etária entre 

50 a 90 anos, tinham maior risco de desenvolver CBC, portanto mais uma evidencia do que foi 

discutido.  

Segundo Puig e Berrocal (2015), as lesões na cabeça e pescoço são mais frequentes, o 

mesmo resultado obtido no presente estudo, no qual verificou-se que 84% tinham localização 

anatômica na cabeça e pescoço, sendo o genótipo G/G para o SNP rs565410865 (G>T) 

significativamente associadas com a susceptibilidade ao CBC. Sugere-se que além da influência 

do genótipo ser o mais frequente na população, estas são áreas mais expostas do corpo e 

consequentemente recebem uma maior intensidade de RUV. 

No Brasil há uma grande miscigenação entre ameríndios, europeus e africanos, sendo a 

população paraibana resultado dessa ancestralidade (PENA et al; 2011), que pode resultar em 

estratificação populacional, com possível deficiência de heterozigotos como é observado no 

presente estudo.  

Gonçalves et al. (2011) em um estudo de caso-controle observaram uma associação 

significativa entre fatores como ancestralidade e fenótipo europeu com polimorfismo intrônico 

no gene XPC na susceptibilidade ao melanoma em regiões com alto índice de RUV no Brasil.  

Quanto aos subtipos, os mais prevalentes foram o nodular 83% seguido do superficial 12%, 

corroborando com dados de Yap (2010). De acordo com Wu et al. (2014) a carcinogênese para 

o desenvolvimento de CBC nodular requer um maior tempo de exposição à radiação solar do 

que o CBC superficial.  

Indivíduos portadores de mutações gênicas principalmente SNPs em genes de reparo por 

mal pareamento apresentam uma maior susceptibilidade a desenvolver cânceres, 

principalmente os de origem epitelial (PETERSEN et al; 2013). Isto foi evidente no estudo 
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realizado por Talseth-Palmer et al. (2016), no qual avaliaram variações genéticas em regiões de 

éxons e íntros de genes envolvidos na via MMR, demostrando que além de alguns pacientes 

apresentarem câncer endometrial, também foram diagnosticados com outros cânceres, como 

câncer de ovário, pele, mama e colorretal.  

No presente estudo foi encontrado associação significativa para os SNPs rs565410865 no 

gene MLH1 e SNP rs560246973 no gene MSH2 com o risco de desenvolver CBC, ambos 

localizados no limite éxon íntron, enquanto que o SNP rs2303425 no promotor do gene MSH2 

não apresentou associação significativa.  

Os resultados apresentados corroboram com Langerberg et al. (2010) em um estudo de 

base populacional, analisando 1.457 casos diagnosticados entre 1993 a 2005, demostram 

significativa associação do SNP rs9852810 (G>A), localizado em uma região de íntron do gene 

MLH1, com o risco moderado no desenvolvimento de câncer de próstata.  

Zahary et al. (2012) relataram uma significativa diminuição na expressão da proteína 

MSH2, consequentemente associada com uma mutação em um sítio de splicing, que pode 

resultar no comprometimento do éxon 13, região mais conservada do gene MSH2.   

Apesar dos SNPs rs560246973 no gene MSH2 e o SNP rs565410865 no gene MLH1, 

estarem associados com o desenvolvimento de CBC em nossa população amostral, estes não 

podem ser ainda considerados marcadores moleculares, pois são necessários mais estudos. 

Além disso, os SNPs em questão podem se correlacionar com outras variantes próximas e 

provavelmente estarem segregando em conjunto em eventos de recombinação durante a meiose.  

Os SNPs são mutações que tanto podem afetar o processamento, como podem ser 

responsáveis por alterações na sequência de DNA, com consequências a nível do códon, 

modificando um aminoácido específico que talvez possa ser de extrema importância para a 

estabilização da estrutura proteica, como também interferir na regulação da transcrição do 

mRNA quando localizado na região promotora do gene.  

O SNP rs2303425 (-118 T>C) não foi encontrado associação com o risco de desenvolver 

CBC, este resultado corrobora com um estudo realizado por Srivastava e Mitta (2010), que 

avaliaram a associação de polimorfismos em genes de reparo em 230 pacientes do norte da 

Índia com o desenvolvimento de carcinoma de vesícula biliar e demostraram que não houve 

associação significativa do SNP rs2303425 com o desenvolvimento da carcinogênese.  
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Um outro estudo de caso-controle realizado por Xião et al. (2012), com 554 pacientes 

histopatologicamente confirmados com câncer gástrico e 592 controles na população chinesa, 

não foi observado a associação do SNP rs2303245 com o desenvolvimento de câncer gástrico.   

Entretanto Hsieh et al. (2016) demostraram que indivíduos com o genótipo C/C 

rs23032425 apresentaram um risco aumentado de câncer de mama, bem como diminuição da 

expressão de MSH2 em comparação com os genótipos T/T, sugerindo diminuição na atividade 

do promotor, ao ponto do o mesmo poder ser considerado um bom marcador genético de 

diagnóstico de câncer de mama para a população asiática.  

Uma possível explicação para associação do SNP rs2303425 apenas com câncer de mama 

é o fato do mesmo estar localizado em um sítio de ligação do fator de transcrição NF-Y, este é 

um potente elemento regulador de estrógeno, onde o alelo C cria um sítio de ligação ao fator 

AP1 que é ativado por antiestrogênicos, que podem alterar a capacidade de resposta do 

promotor MSH2 ao estrógeno e diminuir a atividade do MMR nas células endometriais  

(DAHLMAN-WRIGHT et al. 2012; LEE et al. 2006; MIYAMOTO  et al. 2006; MRKONJIC 

et al., 2007).   

Os resultados divergentes em relação ao SNP rs2303425 pode ser atribuídos  a 

heterogeneidade étnica da população em estudo, uma vez que as frequências dos alelos 

polimórficos podem diferir em tumores de indivíduos com diferentes etnias, devido as 

interações gene-gene e interações gene-ambiente (TUNCA et al., 2010), como também é 

importante considerar que SNPs em outros genes que codificam proteínas essenciais envolvidas 

na via MMR, podem contribuir para a deficiência do reparo e consequentemente um fenótipo 

tumoral.  

Talseth-Palmer et al. (2016), relata que variante intrônica no gene Exo1, localizada na 

extremidade 3’ do intron 14, pode afetar o processamento do pré-mRNA, a proteína é de 

extrema importância, pois interage com MSH2, MSH3 e MLH1 estabilizando o complexo de 

proteínas do MMR.  Bolderson et al. (2010) observaram que células deficientes de exonuclease 

1 humana (Exo1) eram mais sensíveis a morte por radiação ionizante, ressaltando assim que a 

Exon1 é necessária para o reparo do DNA.  

Nogueira et al. (2015) analisou 450 amostras de pacientes diagnosticados com carcinoma 

espinocelular de cabeça e pescoço, e demostrou associação significativa da mutação 

c.1765G>A no EXO1 com o risco de desenvolver o câncer.  
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Portanto, outros estudos mais detalhados considerando genes chaves da via MMR e SNPs 

em proximidade aos que foram analisados, são necessários em diferentes populações para 

compreender melhor o papel dos SNPs nos genes MLH1 e MSH2 na susceptibilidade do 

carcinoma basocelular.  
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6 CONCLUSÃO  

Os resultados sugerem que o SNPs rs565410865 (G>T) no gene MLH1 está 

estatisticamente associado com o risco de desenvolver CBC, em indivíduos homozigotos para 

o alelo T com faixa etária entre 50 a 90 anos e com lesões na cabeça e pescoço. O SNP 

rs560246973 (T>C) está estatisticamente associado com o risco de desenvolver CBC em 

indivíduos homozigotos para o alelo C e o SNP rs2303425 (-118T>C) localizado na região 

promotora do gene MSH2 não apresentou associação significativa.  

Assim, o SNP rs565410865 (G>T) no gene MLH1 e o SNP rs560246973 (C>T) no gene 

MSH2 apresentaram associação estatisticamente significativa à susceptibilidade ao risco de 

desenvolver CBC, nas amostras analisadas obtidas no Estado da Paraíba. Sugerindo assim seu 

possível uso como marcadores moleculares envolvidos na carcinogênese do CBC.   
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