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           Introdução: O câncer de cabeça e pescoço é responsável por uma alta 

incidência de óbitos. Os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) constituem a 

variação mais comum do genoma humano e podem estar associados à base molecular 

do câncer.  Objetivo: Estabelecer a incidência da doença no Serviço Ambulatorial de 

Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital de Base de São José 

do Rio Preto; investigar a freqüência de SNPs nos genes MTR,  VEGF,   KiSS-1, NINJ1, 

TAX1BP1 e LAD1  em pacientes com câncer de cabeça e pescoço e em uma população 

controle; avaliar a associação dos polimorfismos com os hábitos tabagista e etilista, 

gênero e idade e verificar a associação entre os polimorfismos e os parâmetros clínicos 

da doença. Casuística e Método: Foram analisados os dados epidemiológicos de 

pacientes atendidos no Serviço Ambulatorial de Otorrinolaringologia e Cirurgia de 

Cabeça e Pescoço do Hospital de Base de São José do Rio Preto, no período de 2000 a 

2005. Para a investigação molecular foram incluídos no estudo 805 indivíduos (254 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço e 551 controles). A análise molecular foi 

realizada com DNA genômico, e foram utilizadas as técnicas de PCR em Tempo Real 

(gene VEGF), PCR-SSCP (gene KiSS-1),  PCR-RFLP (genes MTR, NINJ1 e TAX1BP1) 

e seqüenciamento automático (gene LAD1). Resultados: A análise dos dados 

epidemiológicos mostrou predominância de pacientes do sexo masculino (86%), hábitos 

tabagista (83%) e etilista (77,95%). O sítio anatômico primário mais freqüente foi a 

cavidade oral (35,37 %). Na análise molecular, foram encontradas diferenças estatísticas 

na distribuição do polimorfismo MTR A2756G (OR = 1,69; IC 95% 1,09-2,62; p =  

0,019) entre pacientes e controles. Para o sítio anatômico primário do tumor, foi 

encontrada uma freqüência aumentada do alelo polimórfico na laringe (OR = 2,32; IC 

95% 1,12 – 4,82; p = 0,02) para o gene KiSS-1; uma freqüência aumentada do 



__________________________________________________________Resumo 
________________________________________________________________ 

xix

polimorfismo para NINJ1 em cavidade oral (OR = 1,86; IC 95% 1,05 -3,30; p =  0,03) e 

reduzida na laringe (OR = 0,40 IC 95% 0,22-0,74; p =0,003) e um aumento da 

freqüência do polimorfismo para o  gene TAX1BP1 na cavidade oral (OR =2,25; IC 

95% 1,20-4,21; p =0,01). Foi observada uma menor freqüência do polimorfismo do 

gene VEGF em tumores com extensão T3 e T4 (OR = 0,36; IC 95% 0,14 – 0,93; p = 

0,0345)  e uma freqüência menor do polimorfismo do gene LAD1 em tumores com 

estádios III e IV (OR = 0,39  IC 95% 0,18-0,83; p =  0,01). Conclusões: O câncer de 

cabeça e pescoço é mais freqüente em homens, em indivíduos com hábitos tabagista e 

etilista e o sítio anatômico primário mais representativo é a cavidade oral. O genótipo 

MTR A2756G está associado ao câncer de cabeça e pescoço. Não há evidência de 

associação entre os polimorfismos e os hábitos tabagista, etilista, gênero e idade. Há 

evidências de associação entre o polimorfismo do gene KiSS-1 e laringe,  entre os 

polimorfismos dos genes NINJ1 e TAX1BP1 e cavidade oral,  e uma menor freqüência 

dos polimorfismos do genes VEGF em tumores com extensão T3 e T4 e  LAD1 em 

tumores com estádios III e IV. 

 

 

Palavras-chave: 1. Neoplasia de Cabeça e Pescoço; 2. Polimorfismo genético; 3. 

Fatores de risco 
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Introduction: Head and neck cancer is responsible for a high death rate. Single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most common variation of human genome 

and can be associated to the molecular basis of cancer. Objectives: To establish the 

incidence of this disease in the Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery 

Service of Hospital de Base in São José do Rio Preto; to investigate the frequency of 

SNPs in the MTR, VEGF, KiSS-1, NINJ1, TAX1BP1 and LAD1 genes in head and neck 

cancer patients and a control population; to evaluate the association of these 

polymorphisms with smoking, alcoholism, gender and age and to verify the association 

between polymorphisms and clinicopathological features of the disease. Subjects and 

Methods: The epidemiological data of head and neck cancer patients consulted in the 

Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery Service in the period from 2000 to 

2005 were analyzed. Eight hundred and five individuals (254 head and neck cancer 

patients and 551 controls) were included in the study for molecular investigation. The 

molecular analyses were performed with genomic DNA utilizing Real Time PCR 

(VEGF gene), PCR-SSCP (KiSS-1 gene), PCR RFLP (MTR, NINJ1 and TAX1BP1 

genes) and automatic sequencing (LAD 1 gene) techniques. Results: An analysis of 

epidemiological data shows a prevalence of men (86%), smokers (83%) and alcoholics 

(77.95%). The most common primary tumor site was the oral cavity (35.37%). 

Statistical differences were found in the MTR A2756G polymorphism distribution (OR 

= 1.69; CI 95% 1.09-2.62; p = 0.019) by molecular analysis between patients and 

controls. On analyzing the primary tumor site, an increased frequency of KISS-1 

polymorphic alleles was identified in laryngeal cancer (OR = 2.32; 95% CI 1.12 – 4.82; 

p = 0.02); an increased frequency of the NINJ1 polymorphism was found in oral cavity 

cancer (OR = 1.86; 95% CI 1.05-3.30; p = 0.03) and a decreased frequency in laryngeal 
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cancer (OR = 0.40; 95% CI 0.22-0.74; p = 0.003); and an increase of the TAX1BP1 gene 

polymorphism was seen in oral cavity cancer (OR = 2.25; 95% CI 1.20-4.21; p = 0.01). 

A decreased frequency of the VEGF gene polymorphism was observed in advanced (T3 

and T4) tumors (OR = 0.36; CI 95% 0.14-0.93; p = 0.0345) and a lower frequency of 

the LAD1 polymorphism in stage III and IV tumors (OR = 0.39 95% CI 0.18-0.83; p = 

0.01). Conclusions: Head and neck cancer is more frequent in men, smokers and 

alcoholics with the most common primary tumor site being the oral cavity. MTR 

A2756G is associated with head and neck cancer. There is evidence of an association 

between this polymorphism and smoking, alcoholism, gender and age. There is also 

evidence of an association between the KiSS-1 gene polymorphism and laryngeal 

cancer, of NINJ1 and TAX1BP1 polymorphisms in oral cavity tumors, lower frequencies 

of the VEGF polymorphism in T3 and T4 tumors and the LAD1 polymorphism in stage 

III and IV tumors. 

Key words: head and neck neoplasm, genetic polymorphism, risk factors 
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I. INTRODUÇÃO  

“Câncer de cabeça e pescoço” é um termo coletivo definido por bases 

anatômicas e topográficas para descrever tumores malignos do trato aerodigestivo 

superior. Esta região anatômica inclui a cavidade oral, faringe e laringe. Cerca de 40% 

dos cânceres de cabeça e pescoço ocorrem na cavidade oral, 15% na faringe e 25% na 

laringe. (1-3)

A incidência do câncer de cabeça e pescoço aumentou ao longo das duas últimas 

décadas e, dentre todas as neoplasias, o câncer de cavidade oral, sítio de tumor mais 

representativo, atinge o quinto lugar em incidência e o sétimo em taxa de mortalidade. 

(4) As estimativas mundiais revelam aproximadamente 481.100 casos novos e 320.000 

mortes ao ano para o câncer de cabeça e pescoço. (5,6) A taxa de sobrevida é de apenas 

40 a 50% no mundo. (5, 7)

A área do mundo com a maior incidência é a Melanésia, região do oeste do 

Oceano Pacífico a nordeste da Austrália (31,5 por 100.000 homens e 20,2 por 100.000 

mulheres). Para o gênero masculino, a maior taxa de incidência é no oeste da Europa 

(11,3 por 100.000), sudeste da Europa (9,2 por 100.000), sul da Ásia (12,7 por 

100.000), sudeste da África (11,1 por 100.000), e Austrália/Nova Zelândia (10,2 por 

100.000). Em mulheres, a incidência é relativamente alta no sudeste da Ásia (8,3 por 

100.000). (4) 

No Brasil, a incidência de câncer da cavidade oral representa cerca de 3% de 

todos as neoplasias. A cidade de São Paulo apresenta a taxa mais elevada dessa 

neoplasia no Brasil e na América Latina. (8,9) Segundo o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA) para o ano de 2008 para este sítio anatômico, há a estimativa de 14.160 novos 

casos, 10.380 homens e 3.780 mulheres para o Brasil. No estado de São Paulo são 
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estimados 4.510 novos casos. (10) Para o câncer de laringe no Brasil observa-se uma 

incidência aproximada de 2% de todos os tipos de cânceres do Brasil e este exibe uma 

das mais altas taxas do mundo e de importante expressividade na América Latina. (10, 11)

Na região noroeste do estado de São Paulo, um levantamento realizado mostrou 

427 novos casos no período de 2000 a 2005, para a região anatômica de cabeça e 

pescoço. (12)

Variações geográficas ou regionais na prevalência do câncer de cabeça e 

pescoço indicam que o estilo de vida sociocultural de uma população pode desempenhar 

um papel importante na carcinogênese da mucosa desse sítio anatômico. (13,14)

O tipo histológico mais comum é o carcinoma de células escamosas ou 

carcinoma espinocelular, que ocorre em 90% dos pacientes (6). O carcinoma 

espinocelular de cabeça e pescoço é uma doença freqüentemente observada entre a 

quinta e sétima década de vida. (15, 16)  Uma das possíveis explicações para este fato é 

que alterações relacionadas ao estresse oxidativo na saliva contribuem para a alta 

prevalência de câncer oral na população mais velha. (17)

Embora mais de 90% dos pacientes com câncer de cabeça e pescoço tenham 

idade superior a 45 anos, a incidência desta doença em indivíduos mais jovens vem 

aumentando. Os mecanismos etiológicos nesta faixa etária ainda não estão bem 

esclarecidos. Há relatos que infecções virais (vírus papiloma humano e Epstei-Barr), 

possam contribuir para o desenvolvimento desta neoplasia (16), e também que pacientes 

jovens parecem exibir predisposição à instabilidade genética, mostrando uma alta 

freqüência de instabilidade de microssatélites.(18)

O câncer de cabeça e pescoço afeta em sua maioria homens, com uma relação 

de gênero em torno de 10:1. (19,20) Atualmente, tem-se observado um relativo aumento 
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de casos em mulheres, o qual é atribuído por muitos autores pelo aumento do hábito 

tabagista. (21)  

O tabagismo e o etilismo são os principais fatores de risco estabelecidos para 

câncer de cabeça e pescoço. (7, 22 - 26) O cigarro contém aproximadamente cerca de 70 

tipos de carcinógenos, dentre eles as N-nitrosaminas, hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos aromáticos e aminas aromáticas. Os carcinógenos do cigarro podem levar à 

formação de adutos de DNA.  A incidência de câncer de cabeça e pescoço é de quatro a 

sete vezes maior em indivíduos fumantes. (27)  

Atualmente, o conceito do campo de cancerização é amplamente aceito como 

uma explicação para os efeitos carcinogênicos do cigarro na mucosa oral. O ataque 

direto dos radicais livres e outros carcinógenos presentes no cigarro nas células 

epiteliais, gradualmente acumulam alterações levando à transformação maligna no 

local. (28)  

Estudos em animais indicam que o álcool não é genotóxico, mas pode agir como 

solvente para a penetração de carcinógenos. Possui como metabólito primário o 

acetaldeído, o qual é altamente reativo ligando-se a proteínas, aos constituintes celulares 

e ao DNA, formando adutos estáveis. (24, 29, 30) O consumo excessivo de álcool também 

pode levar a deficiências nutricionais devido às falhas na absorção intestinal e pelas 

alterações em algumas vias metabólicas. (31)

Estudos demonstram que os sítios anatômicos primários de tumores variam de 

acordo com o hábito tabagista e etilista. Pacientes que não bebem e não fumam tendem 

a ter como sítio primário mais prevalente, a língua, enquanto que pacientes que possuem 

estes dois hábitos tendem a ter a laringe, hipofaringe e assoalho bucal como sítios 

anatômicos mais prevalentes. (32)
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Algumas infecções virais também são fatores de risco para neoplasias de cabeça 

e pescoço, dentre elas a infecção pelo vírus Epstein-Barr (EBV) e pelo vírus papiloma 

humano (HPV). O vírus EBV é um membro da família Herpes considerado oncogênico 

devido à sua habilidade de imortalizar e transformar células in vitro. (33) Este vírus é um 

fator de risco bem estabelecido para carcinoma de nasofaringe. (34)

Aproximadamente 20-25% dos pacientes com câncer de cabeça e pescoço são 

infectados com o vírus HPV, predominantemente pelos tipos 16, 18, 31 e 45 para a 

região cervical, e pelo tipo 16 para a orofaringe. (3, 35, 36) As proteínas do vírus HPV 

possuem habilidade de desestabilizar funções supressoras de tumor pela interação e 

inativação das funções das proteínas p21, p53 e pRb, resultando em defeitos na 

apoptose, reparo do DNA, controle do ciclo celular e eventualmente levando à 

imortalização celular. (3)  

Estudos também sugerem que a pobre higienização oral está associada com o 

risco de câncer de cabeça e pescoço. O uso regular de soluções de bochecho, falta de 

escovação e de visitas periódicas a odontologistas são fatores de risco para câncer na 

cavidade oral. (37) As doenças periodontais, resultante da pobre higienização oral, podem 

levar a infecções com conseqüente liberação de mediadores inflamatórios, como as 

citocinas e as reações contra as inflamações podem favorecer o desenvolvimento do 

câncer. (38) A perda de dentes também pode contribuir para o desenvolvimento do câncer 

oral uma vez que leva a alteração da flora oral favorece a redução de nitritos e nitratos e 

a produção de acetaldeído que leva à formação de adutos de DNA. (39)  

O refluxo gastroesofágico é prevalente em pacientes com câncer de laringe, 

constituindo um possível fator de risco para esta doença, (40, 41) e dependendo da 

freqüência deste fenômeno fisiológico, pode resultar em uma inflamação crônica, que é 
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um fator mutagênico para diversos tipos de tumores. (42)

Em relação à dieta, os resultados da literatura evidenciam que o consumo de 

frutas e cereais reduz o risco de câncer oral, enquanto o consumo de carnes vermelhas 

está associado com o aumento deste risco. (43 - 46)  

O desenvolvimento de câncer de cabeça e pescoço é resultado tanto da interação 

de fatores ambientais quanto da herança genética, portanto, multifatorial. (47, 48)  

Os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) constituem o tipo de variação 

mais comum do genoma humano. Conceitualmente, os SNPs são alterações em um 

único nucleotídeo, com freqüência acima de 1% na população humana. (49) Em geral são 

observados a cada 1000 pares de bases do DNA (50) e correspondem a mutações de 

pontos que foram fixadas nas populações.  Suas freqüências são determinadas por 

períodos de tempo em que ocorreram, pressões evolutivas sobre variantes 

biologicamente significativas, eventos de efeitos de gargalo e deriva genética. Os SNPs 

são importantes marcadores utilizados no entendimento de doenças genéticas 

complexas. (51- 53) 

O gene MTR (Metionina Sintase) apresenta-se polimórfico, com substituição de 

adenina para guanina no nucleotídeo 2756 (A2756G), (54)  e há evidências de que esta 

variante exerça influência nas reações de metilação do DNA e na suscetibilidade ao 

desenvolvimento de câncer. Os genótipos MTR 2756AG e GG foram associados ao 

risco aumentado para carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço comparado com o 

genótipo AA. (55) Por outro lado, Paz et al. (2002) (56) observaram menor número de 

ilhas CpG (citosina-fosfato-guanina) hipermetiladas em genes supressores de tumor em 

amostras de tumores colo-retal de indivíduos homozigotos MTR 2756GG em relação 

aos genótipos AG e AA, o que sugere um papel protetor para este genótipo contra a 
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inativação de genes supressores de tumor. Outros estudos, porém, não encontraram 

associação deste polimorfismo com o risco de suscetibilidade ao câncer. (57, 58) Dessa 

forma, a contribuição da variante MTR A2756G para o desenvolvimento do câncer é 

contraditória. 

O gene VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) está localizado em 6p21.3, 

apresenta ao menos 30 SNPs descritos na literatura (59, 60, 61)  que  desempenham um 

papel crítico na angiogênese. (62) Os polimorfismos -634G/C, -1154G/A, 2578C/A 

levam à alterações na produção da proteína VEGF e têm sido associados ao 

desenvolvimento de  melanomas (63), bexiga (64), pulmão (65, 66), próstata (67, 68), estômago 

(69), mama (70,71), tireóide (72) e cabeça e pescoço. (73-76) Alguns estudos demonstram 

associação entre os polimorfismos do gene VEGF e o prognóstico de diferentes tipos de 

cânceres. (68-70) No câncer oral, somente quatro estudos observaram associação dos 

polimorfismos -460 C/T, +960 C/T e –1154 G/A do gene VEGF com esta doença. (73-76) 

Para o polimorfismo -460CT, o estudo de Ku  e colaboradores (73), mostrou uma 

associação do polimorfismo em câncer oral, e o estudo de Yapijakis e colaboradores (74), 

mostrou uma freqüência aumentada de heterozigotos CT e câncer oral. Cheng e 

colaboradores (75), mostrou uma freqüência aumentada de homozigotos +960 C/C em 

tumores com invasão vascular. Para o polimorfismo -1154 G/A foi realizado um único 

estudo que mostrou uma associação entre o genótipo -1154 GG e câncer de laringe.(76)

O Projeto Genoma Humano do Câncer (FAPESP/Instituto Ludwig) gerou 

aproximadamente um milhão de seqüências derivadas de amostras tumorais e de tecidos 

normais, utilizando a técnica ORESTES a qual gera seqüências predominantemente da 

região codificadora central dos genes. (77, 78) Polimorfismos presentes nos genes KiSS-1, 

NINJ1, TAX1BP1 e LAD1 foram descritos durante este projeto por Brentani e 
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colaboradores (79)  e por Costa e colaboradores. (80) Estes genes são marcadores de 

interesse para o estudo por serem selecionados em uma biblioteca não-enviesada 

(Projeto Genoma Humano do Câncer), que passaram por uma primeira etapa de 

validação. (79, 80)  

O gene KiSS-1 metastasis-suppressor (KiSS-1), localizado no cromossomo 1q32, 

possui um polimorfismo A→ G que resulta na troca do aminoácido glutamina por 

arginina na posição 36 da proteína. (79) Sua capacidade de suprimir metástase foi 

demonstrada em linhagens celulares de melanomas malignos e câncer de mama. (81, 82) 

Estudos de expressão gênica demonstraram uma associação da expressão diminuída 

com o pobre prognóstico em câncer de bexiga, esôfago, estômago e ovário. (83- 85)  

O gene NINJURIN1 (NINJ1), mapeado em 9q22, possui uma transversão 

polimórfica  de A→ C em sua seqüência, responsável pela substituição do aminoácido 

Asparagina para Alanina na posição 110 da proteína. (80) Seu produto, uma molécula de 

adesão, foi isolado primeiramente em células de Schwann, após uma lesão do nervo. A 

proteína localiza-se na superfície celular de células de Schwann e neurônios e tem um 

papel importante na regeneração neuronal. Além disso, se expressa em vários tecidos 

humanos originados de células epiteliais (por exemplo, fígados, rins, glândulas 

adrenais). Uma expressão aumentada deste gene foi observada em indivíduos com 

carcinoma hepatocelular (86) e em pacientes com leucemina linfoblástica aguda. (87)  

O gene Human T-cell leukemia virus type I binding protein 1 (TAX1BP1) 

localizado em 7p15, possui um polimorfismo T → A que resulta na troca do aminoácido 

Leucina por Isoleucina na posição 306 da proteína, descrito por Costa e colaboradores 

em 2001. (80) Este gene participa como co-fator na reação dos fatores de necrose tumoral 

que desempenha um papel central no crescimento e desenvolvimento celular, e 
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imunidade adaptativa. (88) Sua proteína em expressão elevada interage com a proteína 

anti-apoptótica zinc finger A20, que inibe a apoptose induzida por TNF (fator de 

necrose tumoral). (89) A análise de outros polimorfismos deste gene foi associada com 

artrite reumatóide (90), sabe-se também que este gene possui expressão elevada  em 

câncer de ovário. (91)

O gene LADININ-1 (LAD1) humano está mapeado em 1q25.1-q32.3 e sua  

proteína é um dos componentes dos filamentos de ancoragem, componente de base de 

membranas na junção derme-epiderme. (92) Possui uma transição (A→G) em sua 

seqüência, resultando em uma substituição do aminoácido Lisina para ácido glutâmico 

na posição 323 da proteína.(80)

Embora estes polimorfismos referidos acima tenham sido descritos em amostras 

de câncer no Projeto Genoma Humano do Câncer, há ausência de estudos que 

correlacionam a presença dos mesmos com o desenvolvimento de câncer de cabeça e 

pescoço. Por isso, é de extrema importância estudos que investiguem tal associação. 

A análise molecular em tumores é muito importante para oferecer novas 

informações sobre suscetibilidade de desenvolvimento, bem como para estimativa de 

prognóstico e decisão de tratamentos. (36) 

 

I. 1 OBJETIVOS 

 

Com base nas evidências apresentadas, este estudo teve como objetivo: 

 

1. Caracterizar o perfil sócio demográfico e identificar fatores de risco (tabagismo e 

etilismo) de pacientes com câncer de cabeça e pescoço atendidos no Serviço 

Ambulatorial de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital de 
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Base de São José do Rio Preto, para posterior seleção de pacientes para a análise 

molecular; 

2. Investigar a freqüência de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) dos genes 

MTR,  VEGF, KiSS-1, NINJ1, TAX1BP1 e LAD1  em pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço comparando-a com aquela observada em uma população controle; 

3. Avaliar a associação dos polimorfismos com os hábitos tabagista e etilista, gênero e 

idade no desenvolvimento do câncer de cabeça e pescoço;  

4. Verificar a associação entre os polimorfismos e os sítios primários de ocorrência, 

extensão do tumor, comprometimento de linfonodos, agressividade do tumor e o 

prognóstico da doença (tempo de recidiva e óbito). 
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II. ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

Os resultados estão apresentados em forma de artigo. No total estão apresentados 07 

artigos, dois artigos publicados, dois artigos submetidos, um artigo a ser submetido  e 

dois artigos redigidos em português para serem traduzidos e posteriormente submetidos. 

 

Artigo I: Revisão sobre biomarcadores em câncer de cabeça e pescoço publicado em 

periódico nacional.  

Título: Epidemiologia e biomarcadores em câncer de cabeça e pescoço. 

Periódico: Arquivos em  Ciências da  Saúde 2006 jan-mar;13(1):34-8. 

 

Artigo II: Análise clínica dos pacientes publicado em periódico internacional. 

Título: Epidemiologic evaluation of head and neck patients in a university hospital of 

Northwestern São Paulo State  

Periódico: Brazilian Journal of Otorhinolaryngology, 74:68-73, 2008. 

 

Artigo III: Resultados sobre a análise do polimorfismo MTR A2756G submetido para  

publicação em periódico internacional. 

Título: Methionine synthase gene polymorphism (MTR) and risk of head and neck 

cancer. 

Periódico: Oral Oncology 

 

Artigo IV: Resultados sobre a análise do polimorfismo –1154 VEGF submetido para  

publicação em periódico internacional. 
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Título: Vascular endothelial growth factor genetic variability and head and neck cancer 

in Brazilian population 

Periódico: Archives of Medical Research 

 

Artigo V: Resultados sobre a análise do polimorfismo do gene KiSS-1 a ser submetido 

para  publicação em periódico internacional. 

Título: Polymorphism of KiSS-1 gene in Brazilian head and neck cancer patients. 

Periódico: Anticancer Research 

 

Artigo VI: Resultados sobre a análise dos polimorfismos gerados no projeto Genoma 

Humano do Câncer a ser traduzido e submetido para publicação em periódico 

internacional. 

Título: Validação de polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) do Projeto Genoma 

Humano do Câncer em pacientes com câncer de cabeça e pescoço.  
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Artigo I: Revisão sobre biomarcadores em câncer de cabeça e pescoço publicado em 

periódico nacional.  

Título: Epidemiologia e biomarcadores em câncer de cabeça e pescoço. 

Autores: Ruiz, MT; Pavarino-Bertelli EC; Maniglia JV; Ruback MJC; Goloni-Bertollo 

EM. 

Periódico: Arquivos em  Ciências da  Saúde 2006 jan-mar;13(1):34-8. 
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 Methionine synthase gene polymorphism (MTR) and risk of head and neck cancer. 

 

A.L.S Galbiatti1, M.T Ruiz1, P.M Biselli1, L.S Raposo2, J.V Maníglia.2,  E.C Pavarino-

Bertelli.1 e  E.M Goloni-Bertollo.1   

1 Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular- UPGEM, Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto- Brasil, 2 Departamento de Otorrinolaringologia e 

Cirurgia de Cabeça e Pescoço de Medicina de São José do Rio Preto – Brasil 

 

Head and neck cancer may be caused by changes in  DNA methylation associated with 

the deficiency of folate. Low folate levels may also reduce the ability to repair DNA, 

resulting in malignant cell alterations. The A2756G polymorphism of the methionine 

synthase gene (MTR) may lead to alteration of the MTR enzyme, involved in the 

pathway of folate and, therefore, may be a risk factor for cancer. We evaluated the 

frequency of the MTR A2756G polymorphism in patients with head and neck cancer 

and in individuals without any history of neoplasias and to investigate the association of 

this polymorphism with clinical parameters. One overall of 705 individuals was 

included in the study (236 with head and neck cancer and 469 without history of 

cancer). The PCR-RFLP technique was performed for genotyping of A2756G 

polymorphism of the gene MTR. For statistical analysis were used chi-square test 

(univariate analysis), binary logistic regression (multivariate analysis) and Log-Rank 

test. The results showed that tobacco consumption (p <0.001), alcohol consumption (p 

<0.001), age > 42 years (p <0.001), AG genotype (p = 0.019) and G allele (p = 0.028) 

can be predictors of the disease. There was a higher frequency of carriers of the 

polymorphic allele in the men group with cancer in relation to men group without the 
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disease (p = 0.008), however, the male gender was not predictor for the development of 

head and neck cancer. The analysis of polymorphism regarding clinical parameters did 

not show association with the primary sites, aggressiveness, lymph nodes involvement, 

and extension of the tumor. In conclusion, an association between the MTR A2756G 

polymorphism and the risk for head and neck cancer was observed.   

Introduction 

“Head and neck cancer” is a term defined by anatomical and topographical 

databases to describe malignant tumors of the upper aerodigestive tract, anatomical 

region that includes oral cavity, pharynx and larynx. 1

The most frequent histological type is the squamous cell carcinoma accounting 

for 90%. 2,3 This cancer can be developed in an epithelium subject to a cancerization 

field, proposed by Slaughter and collaborators (1953). 4 The factors that seem to 

promote this field include environmental exposures to tobacco and alcohol, viral 

infections, especially with the 16 and 18 virus papiloma subtypes and vitamin and 

micronutrient deficiencies, such as folate, vitamins A, C, E, selenium and zinc. 5-11

Low folate levels may increase the risk of cancer by causing hipometilation of 

DNA and, consequentely, activation of proto-oncogenes that lead to malignant 

transformation. The DNA methylation is the transfer of methyl groups (CH3) to 

position 5’ of residues cytosines located in dinucleotides cytosine-guanine (CpG), 

through reactions catalyzed by proteins called DNA methyltransferases.12  This 

epigenetic modification of the DNA has several functional roles, including control of 

gene expression, 13 stability of the structure of cromatin (12) and maintenance of  

genomics stability. 14
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Folate deficiency is also associated with reduced capacity to repair DNA.15 This 

relationship is due to the importance of folate in the synthesis of purines and thymine. 

The Timidilate synthase enzyme catalyzes the conversion of deoxyuridine (dUMP) to 

deoxytimidine monophosphate (dTMP) using 5,10 methylenetetrahidrofolate as donor 

of methyl groups.  Under low concentrations of folate, dUMP can be accumulated, 

inducing the incorporation of uracil to DNA instead of thymine. DNA repair enzymes 

remove misincorporated uracil of DNA, resulting in temporary breaks in the molecule, 

which are, afterwards, sealed by the DNA ligase enzyme. However, if the availability of 

folate is continuously limited, the uracil misincorporation and repair of the DNA 

molecule can occur continuously in a cycle of uncontrolled repair, resulting in frequent 

breaks in DNA and chromosomal damage, resulting in malignant cell alteration. 16-19

The relationship between the presence of polymorphisms of genes involved in 

the folate metabolism and the risk for head and neck cancer is based on the influence of 

them in the reactions of cellular methylation and DNA synthesis and, thus, in 

maintaining the structure of chromatin and chromosome stability. The Methionine 

synthase (MTR) gene, located in cromossomo1q43, 20 encodes the methionine synthase 

enzyme, which is involved in the folate metabolism, catalyzes the remethylation of 

homocysteine (Hcy) to methionine, reaction essential for adequate maintenance of 

methionine and intracellular normal homocysteine concentration. 21,22

The basis alteration adenine to guanine in position 2756 of the MTR gene results 

in the replacement of the amino acid aspartic to glycine in codon 919 of the protein 23 

and is related to alterations in metabolic pathway of folate. 24 

Results of research on the influence of the polymorphism MTR A2756G in the 

development of cancer are contradictory. Some studies show association with colon,25 
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lung 26 and breast, 27 cancer and relationship with tumor aggressiveness and different 

responses to the treatment of esophagus cancer. 28 Other studies have not confirmed the 

association between polymorphism and various types of cancer, including colorectal, 

29,30 lung, 31 bladder 32 and stomach cancer. 33

Few studies evaluated the influence of MTR A2756G polymorphism in the 

development of head and neck cancer. 34,35 The increased risk for this type of cancer 

was associated to the presence of G polymorphic allele (AG and GG genotypes) in the 

study of Zhang and collaborators (2005). 34 On the other hand, study of Suzuki and 

collaborators (2007) 35 showed no influence of this polymorphism alone, but showed 

interaction between the MTR 2756GG genotype and the alcohol consumption in risk for 

head and neck cancer. 

Based on the presented evidences, the aim of this study was to compare the 

frequency of the MTR A2756G polymorphism in patients with head and neck cancer 

with those observed in individuals with no history of cancer, and to investigate the 

association of this polymorphism with clinical analyzed characteristics. 
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Patients and Methods 

In this study, 236 patients with head and neck cancer, and 469 individuals with 

no history of cancer assisted in the Head and Neck Surgery services of Hospital de 

Base, São Jose do Rio Preto – SP, Brazil were evaluated. All samples were obtained 

after free and informed consent. The study was initiated after approval of the Ethics 

Committee of Research (CEP). The diagnosis was made from pathological specimens 

after total excision or biopsy. All tumor cell types were squamous cell carcinoma and 

the samples were collected before beginning the treatment.  

The analyzed variables were gender, age, exposure to risk factors (tobacco and 

alcohol consumption), primary site of occurrence, aggressiveness, extension of the 

tumor and lymph node involvement. Individuals who have smoked >100 cigarettes in 

their lifetime and now smoke every day or some days were considered smokers. 

Individuals who have drunk four drinks a week were considered alcohol consumers. 36,37

The tumors were classified according to the parameters of the International 

Union of Cancer Control (UICC), 2002 and American Joint Committee for Cancer 

(AJCC), 2002, following three criteria: extension of the tumor (T), presence of regional 

lymph nodes involved (N) and presence of metastasis at a distance (M). 38

The genomic DNA was obtained from peripheral blood following Miller and 

collaborators (1988) with modifications. 39 PCR-RFLP technique (Polymerase Chain 

Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) was used to determine the 

genotypes MTR A2756G. The primers used were: sense 5'-CCA GGG TGC GAC GTA 

TAC AG - 3 'and anti-sense 5' - GCC TTT TAC ACT CCT CAA AAC C - 3. The 

amplification was obtained with initial denaturation at 94º C during 4 minutes, followed 

by 30 cycles at 94° C during 1 minute to denaturation of DNA, 56º C during 1 minute to 
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annealing the primers and 72° C during 1 minute to extension. A final cycle during 10 

minutes at 72° C was performed for final extension. The product of 498 base pairs  (bp) 

was submitted to digestion with restriction enzyme Hae III, during 2 hours to 37º C, 

according to the manufacturer's instructions. The fragments were analyzed in 2% 

agarose gel, after staining with ethidium bromide. In the presence of G polymorphic 

allele, fragments of 390, 123 and 85 bp were generated, and in the presence of the A 

allele, fragments of 413 and 85 bp were observed. 

 

Statistical analysis 

Data were presented as mean and standard deviation, numbers or proportions 

(percentages). Comparisons between the groups were performed using the Chi-square 

test (univariate analisys). This test was also used for analysis of Hardy-Weinberg´s 

balance, using the BioEstat program. Multiple logistic regression models were used to 

determine the effect of MTR A2756G polymorphism on the variables in head and neck 

squamous cell carcinoma. The model included age (divided by quartis), gender 

(reference: female), smoking habits (reference: non-smokers) and drinking habits 

(reference: non-drinkers). Results are shown as odds ratio (OR) and 95% confidence 

intervals (95% CI). 

The clinicopathological features were analyzed by multiple logistic regression. 

Tumor classification was divided into low T (T1,T2) and high T (T3,T4) classification 

categories. N classification was dichotomized into negative involvement of lymph 

nodes (N0) and positive involvement (N1, N2, N3). Stage grouping was divided into 

early stage (Stage I or II) and advanced stage (Stage III or IV) categories. 
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The Kaplan-Meier method was used to examine the survival rates and time of 

disease recurrence. Log-rank test was used to assess the differences considering the 

different genotypes. 

Statistical analyses were performed using the computer program Minitab for 

Windows (Version 12.22). Value of p <0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

Sample characterization 

The characteristics of the population are described in Table 1. An overall of 705 

individuals (236 patients and 469 controls), with mean age of 52.5 ± 13.7 years, was 

included in this analysis. Five hundred and twenty-nine were men (75%) and 176 were 

women (25%). There were statistically significant differences between patients and 

controls for age, gender, smoking and drinking habits. 

Among the patients with cancer, 38.1% had oral cavity as a site of primary 

tumor, followed by larynx (32.2%) and pharynx (25%). In 4.7% of cases the primary 

site was not known.  

 

Analysis of MTR A2756G polymorphism 

Table 2 shows the allelic and genotypic distributions in patients with head and 

neck cancer and control individuals. There were no significant statistical differences 

between both groups regarding genotypes (p = 0.148) and allelic (p = 0.185) 

frequencies. 
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Hardy-Weinberg Equilibrium test showed that genotypic distribution was similar 

to the expected in both groups: case and control (X2 = 0.028, p = 0.868 and X2= 2.868;  

p = 0.09, respectively). 

The frequency of the G polymorphic allele (AG and GG genotypes) was stratified 

for gender (Table 3). There was higher frequency of carriers of the G variant allele in 

the group of men with head and neck cancer in relation to the group of men with no 

history of cancer (p = 0.008). No difference between patients and controls (p = 0.335) 

was observed among females. 

 Since the matching between demographic data and risk factors between patients 

with cancer and individuals control was not possible, the multivariate analysis was 

performed for the adjustment of these variables. The following variables were included: 

age in quartiles (<42 years, 42-51 years, 51-63 years and> 63 years), gender, tobacco 

and alcohol consumption and MTR A2756G polymorphism. Tobacco (p <0.001), 

alcohol (p <0.001), age > 42 years (p <0.001), AG heterozygous genotype (p = 0.019) 

and G polymorphic allele (p = 0.028) were predictors for the disease (Table 4). 

The analysis of polymorphism for clinical parameters did not show association 

with the primary site of tumor (p = 0.12), extension of the tumor (p = 0.38), lymph 

nodes involvement (p = 0.35) and stage of tumor (p = 0.18). 

The survival curve of the Kaplan-Meier considering the different MTR 

genotypes is shown in Figure 1. There was no significant statistical difference between 

the presence of polymorphism and survival (p = 0.52) and between the presence of 

polymorphism and time to the disease recurrence (p = 0.25). 
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Discussion 

Evidence suggests that the folate deficiency is related to the cause of the head 

and neck squamous cell carcinoma 40,41 and the MTR gene plays an important role in the 

folate metabolism. 22

MTR A2756G polymorphism has also been associated with variations in Hcy 

concentrations. Fillon-Ermery and collaborators (2004) 42 associated elevated Hcy 

concentrations with the presence of the wild-type allele (A), while Laraqui and 

colaborators (2006) observed a correlation with the polymorphic allele (G). 43 

Association between the A2756G polymorphism of the gene MTR and the 

development of some types of cancer has been shown in previous studies, while 

others did not confirm these findings. In head and neck cancer, only two studies 

investigated this polymorphism. Zhang and collaborators (2005)  showed that the 

MTR 2756AG heterozygous genotype is associated with the risk for developing head 

and neck squamous cell carcinoma, while Suzuki and collaborators (2007)  have not 

observed any association between the presence of MTR A2756G polymorphism and the 

risk for the disease. The latter demonstrated an interaction of alcohol consumption and 

2756GG genotype in risk for this type of cancer.

(25,26,27) 

29-33 

34,35 34

35

In the present study, the results did not show significant differences in allelic and 

genotypic distributions between both groups (patients with head and neck cancer versus 

control subjects) according to univariate analysis. However, multivariate analysis, 

performed after adjusting for gender, age, tobacco and alcohol consumption, showed 

that the G polymorphic allele and AG heterozygous are associated with increased risk 

for the disease with odds ratio (OR) of 1.60 and 1.69, respectively. 



______________________________________________________Artigo III 
________________________________________________________________ 

40

Advanced age (> 42 years), tobacco and alcohol consumption were also 

associated with head and neck cancer in the multivariate analysis. These are well-

established risk factors for head and neck cancer, and this type of malignancy occurs 

more frequently in individuals with older age. 40

The univariate analysis showed that men with head and neck cancer had a higher 

frequency of the G polymorphic allele than men with no history of cancer. Our study 

did not corroborate with the findings of Zhang and collaborators (2005) (34) who 

observed that the MTR 2756AG genotype is associated with an increased risk for this 

type of cancer, especially in younger individuals, women and former smokers. 

However, in multivariate analysis, the male gender was not a predictor for cancer, while 

ages over 42 years and tobacco and alcohol consumption maintained significant 

statistics. 

Regarding to site of occurrence, aggressiveness, extension of the tumor and 

limph node involvement, our study did not find any association with the MTR A2756G 

polymorphism. The association between tumor aggressiveness and this polymorphism 

was also evaluated with in esophagus cancer; individuals with this type of cancer and 

MTR 2756AG genotype or MTR 2756GG had higher survival regarding carriers of the 

MTR 2756AA homozygous genotype. The results of this study reported that tumors of 

individuals MTR 2756GG showed hystopathological regression in 46.2% of cases, 

while tumors of individuals with MTR 2756AA genotype have not regressed. 28 

In our study the G polymorphic alelle of the MTR gene was not associated with 

survival time and tumor recurrence. No data were found in the literature assessing the 

Kaplan-Meier curve according to the MTR polymorphism in patients with head and 

neck cancer.
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 Due the lack of data on the influence the MTR A2756G polymorphism in the 

etiology of head and neck cancer, further studies are needed to show the role of this 

polymorphism in the disease development. Moreover, study of other enzymes involved 

in the folate metabolism, and plasmatic concentrations and other derivatives could 

contribute to the understanding of the factors involved in the etiology of head and neck 

cancer. 

In conclusion, an association between the MTR A2756G polymorphism and the 

risk for head and neck cancer and  higher frequency of carriers of the G variant allele in 

the group of men with head and neck cancer in relation to the group of men with no 

history of cancer were observed; furthermore, this finding confirm the importance of 

folate metabolism in the process of head and neck carcinogenesis.  
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Table 1.  Demographic characteristics of patients with head and neck cancer and control 

individuals. 

Evaluated 

characteristics  

Patients n (%) 

N= 236 

Controls n (%) 

N = 469 

p 

Age 

< 42 

42 - 51 

51 - 63 

> 63 

 

07 (3.0) 

15 (6.5) 

63 (27.0) 

151 (63.5) 

 

170 (36.0) 

177 (38.0) 

122 (26.0) 

0 (0) 

< 0.0001 

 

 

Gender   < 0.0001 

Male 203 (86.02) 326 (69.51)  

Female  33 (13.98) 143 (30.49)  

Tobacco consumption   < 0.0001 

Smokers 211 (89.41) 229 (48.83)  

Non-smokers 25 (10.59) 240 (51.17)  

Alcohol consumption   < 0.0001 

Alcohol consumers 184 (77.97) 219 (46.70)  

Alcohol non-consumers 52 (22.03) 250 (53.30)  
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Table 2. Allelic and genotypic distributions in patients with head and neck cancer and 

control individuals. 

MTR A2756G Patients Controls 

AA, n (%) 155 (65.7) 340 (72.5) 

AG, n (%) 73 (31.0) 113 (24.0) 

GG, n (%) 08 (3.3) 16 (3.5) 

A  allele frequency 0.81 0.85 

G  allele frequency 0.19 0.15 
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Table 3. Distribution of MTR A2756G polymorphism in controls and 

patients with head and neck cancer. 

Group AA 

M (%)                  F (%)    

AG + GG 

 M(%)               F (%) 

Patients 130 (55)          25 (10.5) 73 (31)          08 (3.5) 

Controls 244 (52)           96(20) 82 (17.5)      47 (12.5)  

M – male      F – female 
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Table 4. Distribution of demographic data, risk factors, genotypes, MTR 

2756 alleles and odds ratio (OR) for the head and neck cancer. 

Variables  p OR (95% CI) 

Tobacco consumption 

Non-smokers 

Smokers 

 

 

< 0.001 

 

reference 

4.49 (2.68 – 7.54) 

Alcohol consumption 

Alcohol non-consumers 

Alcohol consumers 

 

 

< 0.001 

 

reference 

2.30 (1.46 – 3.63)  

Gender   

Female  reference 

Male 0.547 1.18 (0.69 – 2.01) 

Age   

< 42 

42 - 51 

51 - 63 

> 63 

 

< 0.001 

< 0.001 

< 0.001 

reference 

4.72 (2.29 – 9.72) 

19.45 (9.55 – 39.59) 

11.01 (5.33 – 22.72) 

MTR 2756 Genotypes   

AA  reference 

AG 0.019 1.69 (1.09 – 2.62) 

GG 0.891 1.08 (0.37 – 3.13) 

MTR 2756 Alleles   

A  reference 

G 0.028 1.60 (1.05 – 2.44) 
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Figure 1. Kaplan-Meier curve representing (A) Survival Time - Patients with the G 

allele had a higher survival rate than those with the AA genotype. (B) Recurrence  

Time – Patients with AA genotype had a higher recurrence rate than those with G allele. 
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Abstract:  

Background: Head and neck cancer is responsible for a high mortality rate, with a 

frequency of nearly 481,100 new cases annually. Smoking and alcoholism are the main 

etiological factors of this disease. The vascular endothelial growth factor (VEGF) is one 

of the most potent endothelial cell mitogens and plays a critical role in angiogenesis. 

The aims of this study were to evaluate the association of the -1154G/A polymorphism 

of the VEGF gene with head and neck cancer and the interaction of this polymorphism 

with lifestyle and demographic factors. Additionally, the VEGF genotype distribution 

was investigated in respect to the clinicopathological features of head and neck cancer 

patients. Methods: The study included 100 patients with head and neck cancer and 176 

individuals without any history of neoplasias. Molecular analysis of was performed 

after extraction of genomic DNA using the Real Time PCR technique.  

Results: This investigation did not identify significant differences between healthy 

individuals and patients. However, an analysis of the clinicopathological features 

showed a decreased frequency of the A allele polymorphism in advanced (T3 and T4) 

tumors (OR = 0.36; CI 95% 0.14 - 0.93; p = 0.0345). Conclusion: The -1154 A allele of 

the VEGF gene decreases the risk of tumor growth and may be an important biomarker 

in head and neck cancer. 

 

Keys words: head and neck cancer, polymorphisms, VEGF gene 
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Introduction 

 

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) remains a significant cause 

of morbidity and mortality; worldwide, 481,100 new cases are reported annually. Two-

thirds occur in developing countries, with an overall 5-year mortality rate of 

approximately 50% (1,2). In São Paulo State, Brazil, an occurrence of 4,510 new cases 

was estimated for 2008 (3). 

The growth of solid tumors depends on angiogenesis, the process by which new 

blood vessels develop from the endothelium of the preexisting vasculature. Tumors 

promote angiogenesis by secreting or activating angiogenic factors that stimulate 

endothelial migration, proliferation, and capillary morphogenesis. Newly formed blood 

vessels supply the tumor with nutrients and oxygen, dispose of the metabolic waste 

products of tumor cells, generate paracrine stimuli, and provide potential routes for 

tumor dissemination. Thus, tumor-induced angiogenesis plays a pivotal role in cancer 

progression and metastasis (4,5). 

The vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the most potent 

endothelial cell mitogens and plays a critical role in angiogenesis. VEGF binds 

specifically to two transmembrane VEGF receptor tyrosine kinases on endothelial cells 

to initiate intracellular signal transduction pathways that mediate angiogenesis and 

vascular permeability (6). Angiogenesis properties are correlated with tumor 

aggressiveness, with intratumor microvessel density having been identified as an 

independent prognostic factor (7).  

VEGF forms the new blood vessels of the tumor by acting as an endothelial cell 

mitogen, thereby promoting the growth and invasion of the tumor. VEGF functions to 
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increase the vascular permeability, which causes edema in the extracellular matrix and 

supports the spouting and splitting of new blood vessels by making fibrin freely 

availably; VEGF also allows the intravascular circulating tumor cells to easily penetrate 

the basement membrane of blood vessels (8). 

Several lines of compelling evidence from in vitro and in vivo experiments have 

shown that increased VEGF expression is associated to tumor growth and metastasis, 

whereas the inhibition of VEGF signaling results in suppression of both tumor-induced 

angiogenesis and tumor growth (6). 

 The VEGF gene is located on chromosome 6p21.3 and consists of 8 exons. At 

least, 30 single-nucleotide polymorphisms (SNP) in this gene have been described in the 

literature. Among these, evidence has shown that the -634G/C, -1154G/A, and -

2578C/A VEGF polymorphisms are associated with increases in VEGF production 

(9,10,11). 

 Recently, VEGF polymorphisms have been evaluated in skin (12), bladder 

(13), lung (14,15), prostate (16, 17), stomach (18) and breast (19,21) cancers in patients. 

Several studies have focused on the potential prognostic importance of VEGF 

polymorphisms (13, 19, 20). 

The -1154 GG VEGF genotype is associated with a higher VEGF production 

and is located in the promoter region of the gene (11) however, the -1154A/A genotype 

is associated with a decreased risk for prostate cancer and less advanced melanoma (14-

16).  

In head and neck cancer, only four studies have investigated VEGF 

polymorphisms. In one study an association of -460C/T and +960C/T VEGF 

polymorphisms was reported in oral cancer (21) and a second study showed an 
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association between +960C/T VEGF polymorphism and oral cancer (22). Cheng et al. 

(23) identified an association between the +960 C/T polymorphism and vascular 

invasion in oral squamous cell carcinoma. The -1154G/G genotype of the VEGF gene 

appears to increase the risk for laryngeal squamous cell carcinoma (24). 

VEGF polymorphisms have been implicated in the risk for several types of 

tumors and other diseases with putative angiogenic components. Based on the 

biological and pathologic significance of VEGF, it is possible that functional genetic 

variations of the VEGF gene may contribute to the progression of the head and neck 

cancer. To test this hypothesis, the aims of this study were to investigate the association 

of the -1154G/A polymorphism of the VEGF gene with head and neck cancer and to 

evaluate whether the interaction of this polymorphism with lifestyle and demographic 

factors may be associated to a higher risk. In addition, VEGF genotype distribution was 

investigated in relation to the clinicopathological features of head and neck cancer 

patients. 
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Material and methods 

A total of 91 male and 9 female patients, who were diagnosed with head and 

neck cancer, were investigated (average age 57; range: 36 - 80 years). Informed consent 

was obtained from all individuals enrolled in this study. Diagnosis was made from 

pathological specimens either from total excision or biopsy. All tumor cell types were 

squamous cell carcinoma with the samples being collected before the beginning of 

treatment. A control group comprised 176 apparently healthy volunteers with no history 

of familial cancer. 

The patients were staged according to the tumor-node-metastasis (TNM) 

classification of the International Union against Cancer (25).  

 

Methods 

DNA isolation and genotyping assay 

DNA was isolated from leukocytes obtained from peripheral blood according to 

the method described by Miller et al. (26). DNA concentration was measured using a 

CARY spectrophotometer. Allelic discrimination of the -1154 VEGF polymorphism 

was achieved with the ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems) using the fluorogenic 5’ nuclease assay with Taqman Minor Groove Binder 

(MGB) probes. The wild-type Taqman MGB probes were FAM labeled and the mutants 

were VIC labeled. The final volume for each reaction was 5 μL, consisting of 1.5 μL 

Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0.9 μM of each primer, 

0.2μM of each Taqman probe and 5 ng of genomic DNA. PCR sequencing involved an 

initial denaturation step at 95°C for 10 minutes followed by 40 cycles at 92°C for 15 

seconds and 60°C for 1 minute. Fluorescent signals were measured at 60°C. The 
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primers and probes for the G -1154 A were purchased from Applied Biosystems (ID - 

C_1647379-10). 

The SDS computer program version 2.0 was used to analyze the fluorescence 

emitted in real time and at the end of the PCR reaction (endpoint read). 

Statistical analysis 

The demographic and lifestyle data were analysed by descriptive statistics and 

compared employing the Chi-Square Test. 

The Chi-square test and the Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) were used for 

statistical analysis of the allele and genotype distributions of this polymorphism. A p-

value < 0.05 was used to establish statistical significance. Multiple logistic regression 

models were used to determine the effect on the variables in head and neck squamous 

cell carcinoma. The model included age (reference: < 54 years old - mean of the 

groups), gender (reference: female), smoking habits (reference: non-smokers) and 

drinking habits (reference: non-drinkers). Results are shown as odds ratio (OR) and 

95% confidence intervals (95% CI). 

The clinicopathological features were analyzed by multiple logistic regression. 

Tumor classification was divided into low T (T1,T2) and high T (T3,T4) classification 

categories. N classification was dichotomized into negative involvement of lymph 

nodes (N0) and positive involvement (N1, N2, N3). Stage grouping was divided into 

early stage (Stage I or II) and advanced stage (Stage III or IV) categories. The analysis 

of M classification was not performed since all patients were classified as M0. 
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Dependence analysis was used to assess the distribution of polymorphisms and 

the primary anatomic site of the tumor.  

The Kaplan-Meier method was used to examine the survival rates and time of 

disease recurrence. Log-rank test was used to assess the differences considering the 

different genotypes. 

Statistical analyses were performed using the computer program Minitab for 

Windows (Version 12.22). Value of p <0.05 was considered statistically significant. 
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Results 

Demographic data and lifestyle factors 

Table 1 shows the distribution of the variables of patients and controls. There 

were statistically significant differences between patients and controls for age, gender, 

smoking and drinking habits. 

VEGF genotype 

The genotype distribution of the studied polymorphism did not deviate from the 

Hardy-Weinberg equilibrium for patients (p = 0.9521) or for controls (p = 0.0675). 

The allele and genotype frequencies of the VEGF gene of head and neck cancer 

patients and the control group are shown in Table 2. There was no statistically 

significant difference in the allele distribution of the - 1154 VEGF gene G/A 

polymorphism between controls and head and neck cancer patients (p= 0.65). The 

differences in genotype frequencies between patients and controls were not statistically 

significant either (p = 0.46). 

The potential interaction between the distribution of the VEGF genotype and 

exposure to risk factors for head and neck cancer are shown in Table 3 with no 

statistical difference being found using multiple logistic regression. 

Using dependence analysis, the distribution of genotype frequencies showed a 

significant association with the anatomic site of the tumor (p = 0.041); the GG genotype 

was associated to pharynx cancer, while the GA genotype was linked to oral cavity and 

larynx cancer (p= 0.003). 

The associations of clinicopathological features of the head and neck cancer 

patients with VEGF genotypes are shown in Table 4.  For this analysis were considered 
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only patients with complete pathological data. This analysis shows that the polymorphic 

A allele is less frequent in patients with T3 and T4 tumors. No significant association of 

genotype frequency was found for the other clinical parameters.  

An analysis of metastasis classification was not performed since all patients 

were classified as M0. 

The Kaplan-Meier survival curves by genotype are presented in Figure 1A, and 

did not demonstrate any association between the polymorphism and overall survival (p= 

0.1521); moreover, no association was observed for the time of recurrence of the 

disease (p = 0.4592) (Figure 1B). 
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Discussion  

This study confirms the well-known fact that head and neck cancer development 

is strongly associated with lifestyle factors, such as alcohol intake and cigarette smoking 

(27, 28, 29). Additionally, a significant association was confirmed between age and 

gender with this disease as has previously been described (29,30). 

In this study, the allele and genotype distribution of the -1154 G/A 

polymorphism in patients with head and neck cancer were in close agreement with those 

previously published for healthy Caucasian individuals (31), but, using univariate and 

multiple logistic regression analyses, no significant differences were observed in the 

allele and genotype distributions of the gene polymorphisms between patients with head 

and neck cancer and controls.  

Four studies reported the association of VEGF polymorphisms and head and 

neck cancer. Ku et al., (21) reported the association between -460 C/T VEGF 

polymorphism and oral cancer, Yapijakis et al., (22) showed an elevated frequency of 

heterozygotes with the +936 C/T polymorphism and oral cancer and Cheng et al. (23) 

identified an association between the +960C/C VEGF polymorphism and vascular 

invasion in oral squamous cell carcinoma. Ünal et al. (24) in 2008, showed an 

association between the VEGF -1154G/G genotype and larynx cancer.  

In lung cancer, an analysis revealed that the −1154A/A VEGF polymorphism 

was significantly associated with a lower VEGF expression compared to the GG 

polymorphism, while GA seemed to be related to an intermediate expression (14). 

The association between the primary site of tumor and polymorphism suggest a 

tissue-specific role of polymorphisms. This may explain the differences in biological 

behavior of head and neck cancer in various anatomical locations (32).  



______________________________________________________Artigo IV 
________________________________________________________________ 

66

In the analysis of clinicopathological features, the decreased frequency of the 

polymorphic A allele in T3 and T4 tumors supports the hypothesis that this allele is 

associated with decreased angiogenesis. Howell et al. (12) reported that the VEGF -

1154A/A genotype was associated with the thinner primary vertical growth phase of 

malignant cutaneous melanomas while VEGF -1154 GG was associated with thicker 

primary tumors. McCarron et al. (16) observed that the VEGF -1154 AA genotype is 

associated with a reduced risk for prostate cancer development. These results indicate 

that the VEGF genotype may influence tumor growth, possibly via the effects of 

differential VEGF expressions on tumor angiogenesis. 

Several studies have found that VEGF expression was significantly higher in 

patients with regional lymph node involvement (33,34) and therefore may promote oral 

cancer progression. In the present study no association was observed between lymph 

node involvement and the -1154G/A VEGF polymorphism. Moreover, no significant 

differences between the different stages of tumor and the distribution of the -1154G/A 

VEGF polymorphism were observed. In a study of the +936C/T VEGF polymorphism, 

Yapijakis et al. (22) reported an increase in the frequency of the VEGF 936T 

polymorphic allele, which is associated to lower circulating levels of VEGF. 

  A clear correlation between the VEGF gene and clinical parameters has not yet 

been established in squamous cell head and neck carcinoma (35). Our study suggests 

that the VEGF -1154A allele can reduce the risk of tumor growth and thus supports 

results on the role of VEGF in head and neck cancer published by other authors. Our 

result is not surprising, because VEGF, as a key mediator of angiogenesis, is more 

likely to alter the aggressiveness of the tumor than susceptibility to cancer. 



______________________________________________________Artigo IV 
________________________________________________________________ 

67

Further studies of other VEGF sequence variants and expressions and their 

biological functions are also needed to understand the role of VEGF polymorphisms and 

haplotypes in determining the risk for head and neck cancer. 
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Table 1. Distributions of characteristics of case and control status. 

 

Variable Cases (n = 100) Controls ( n = 176) p 

Gender (%)   < 0.0001 

Male 91 119  

Female 9 57  

Mean age in years 

(SD) 

57 (9,56) 52 (11,77) < 0.0001 

Smoking (%) 91 99 < 0.0001 

Drinking habits (%) 81 61 < 0.0001 

 

 

Table 2. Distribution of the -1154G/A VEGF polymorphism 

among head and neck cancer patients and controls. 

 Patients 

n (%) 

Controls 

n (%) 

p 

Genotypes   0.46 

GG (51) .81) 

GA  (41) .53) 

AA  (08) .66) 

51 100 (56

41 59 (33

8 17 (9

Alleles   0.65 

G Allele 0.72 0.74  

A Allele 0.28 0.26  
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Table 3. Odds Ratio of Head and Neck Cancer related to VEGF genotypes by gender, age, 

smoking and drinking habits 

 

Characteristic GG 

(Cases/Controls)

OR  

(95% CI)* 

GA and AA 

(Cases/Controls)

OR  

(95% CI)* 

p 

Gender      

Female 04/32 1.00 (ref) 05/25 2.22 (0.46-10.55) 0.319 

Male 47/68 1.00 (ref) 44/51 1.25 (0.64- 2.41) 0.5136

Age      

< 54 16/56 1.00 (ref) 15/42 1.50 (0.59- 3.82) 0.3922

> 54 35/44 1.00 (ref) 34/34 1.33 (0.61- 2.88) 0.4692

Smoking      

Non-smokers 05/38 1.00 (ref) 04/39 1.08 (0.24-4.90) 0.9247

Smokers 46/62 1.00 (ref) 45/37 1.40 (0.72-2.71) 

 

0.3271

Drinking 

habits 

     

Use of alcohol 41/38 1.00 (ref) 39/23 1.29 (0.61-2.72) 

 

0.4999

Non-Use of 

alcohol 

10/62 1.00 (ref) 10/53 1.63 (0.56 - 4.71) 

 

0.3681

*Adjusted for age, gender, smoking and drinking habits 
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 Table 4. Clinicopathological features and VEGF polymorphism. 

 

Variables GG 

Genotype 

OR 

 (95% CI)* 

GA and AA 

Genotype 

OR  

(95% CI)* 

p 

Site of tumor      

Oral cavity 22 1.00 (ref) 20 0.81 (0.35-1.89) 0.6249

Pharynx 15 1.00 (ref) 11 0.73 (0.29-1.85) 0.5131

Larynx 14 1.00 (ref) 12 0.91 (0.36-2.31) 0.8481

Tumor 

extension 

     

T1/T2 11 1.00 (ref) 15 1.00 (ref)  

T3/T4 40 1.00 (ref) 29 0.36 (0.14 - 0.93) 0.0345

N 

involvement 

     

No 26 1.00 (ref) 16 1.00 (ref)  

Yes 25 1.00 (ref) 32 2.20 (0.94-5.14) 

 

0.0699

Stage      

I/II 7 1.00 (ref) 9 1.00 (ref) 

III/IV 36 1.00 (ref) 30 1.26 (0.33 -4.71) 0.4278

* Adjusted for age, gender, smoking and drinking habits; N = lymph node 
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Figure 1: Kaplan–Meier curves for the overall survival (A) and relapse time (B) for 

patients according to the -1154G/A VEGF polymorphism.  
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Artigo V: Resultados sobre a análise do polimorfismo do gene KiSS-1 a ser submetido 

para publicação em periódico internacional. 

Título: Polymorphism of KISS-1 gene in Brazilian head and neck cancer patients  
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Polymorphism of the KiSS-1 gene in Brazilian head and neck cancer patients  

 

 

Abstract 

Head and neck cancer is responsible for a high mortality rate, with a frequency 

of around 481, 000 new cases annually. Metastasis is a major cause of death in cancer 

patients. The head and neck squamous cell carcinoma remains locoregional for a long 

time, with visceral metastases developing only in a late stage of the disease. The KiSS-1 

metastasis-suppressor gene (KiSS-1) product (metastin, kisspeptin) is reported to act 

after binding with what has been identified as the natural ligand of a G-protein coupled 

receptor (hOT7T175, human GPR54 gene). After this binding the gene product inhibits 

chemotaxis, invasion, and metastasis of cells. Objectives: To evaluate the Q36R 

(transition from base A to G) polymorphism of KiSS-1 in patients with head and neck 

cancer and to compare the results with healthy individuals. Another aim is to analyze 

the presence of this polymorphism in respect to different clinical features of head and 

neck cancer. Subjects and Methods: Gender, age, smoking and alcohol intake were 

analyzed in 252 patients with head and neck cancer, and in 522 individuals without any 

history of neoplasia. The molecular analysis of these individuals was made after 

extraction of genomic DNA using the SSCP-PCR technique. Results: This study did 

not reveal any significant differences in genotype frequencies between healthy 

individuals and patients with head and neck cancer or with the clinical parameters. 

Conclusion: The results do not show a relation between the polymorphism and head 

and neck cancer.  

Key words: Head and Neck Cancer, KiSS-1, Polymorphism 
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INTRODUCTION 

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) remains a significant cause 

of morbidity and mortality, with approximately 481,000 new cases reported annually 

worldwide and 320,000 deaths, thus giving a mortality rate of about 50% (1). In Brazil, 

the occurrence of this disease was estimated at 14,160 new cases for 2008; about 3.03% 

of all neoplasias in the country (2). 

The majority of human cancers lead to death during the organic phase of 

metastatization. Metastasis involves a multistep process including detachment of cancer 

cells from a primary cancer, invasion of surrounding tissue, spread to the circulation, re-

invasion and proliferation in distant organs. Head and neck squamous cell carcinoma, 

on the other hand, stays locoregional for a long time with visceral metastases 

developing only in a late stage of the disease (3). 

The KiSS-1 metastasis-suppressor gene (KiSS-1) was identified by Lee et al. in 

1996 (4) and consists of three exons, of which only part of the second and third exons 

are finally translated into a 145-amino acid protein with a putative signal sequence, 

from which three forms of kisspeptins containing 54, 14, and 13 amino acids are 

derived. The function of the KiSS-1 product (metastin, kisspeptin) is reported to act after 

binding with what has been identified as the natural ligand of a G-protein coupled 

receptor (hOT7T175, human GPR54 gene). After this binding the gene product inhibits 

chemotaxis, invasion, and metastasis of cells (5,6). 

The expression of KiSS-1 has been evaluated in several types of tumor and a 

decrease was observed in bladder (7), breast (8,9), esophageal (10), gastric (11), ovarian 

(12) and pancreatic (13) cancers, malignant melanoma (14-16), uveal melanoma (17) 

and osteosarcoma (18). Other studies have shown an increase of expression in 
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hepatocellular (19, 20) and papillary thyroid (21) carcinomas. A significant reduction in 

KiSS-1 expression has been reported in tumors with high metastatic potential (10, 11, 

18, 21, 22). 

The Human Cancer Genome Project (HCGP) supported by the São Paulo State 

Research Foundation (FAPESP) - Ludwig Institute for Cancer Research described the 

Q36R polymorphism of KiSS-1 (NT_004487.18). This project identified human non-

synonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs) and an A to G transition in KiSS-

1 was validated in a DNA panel of 150 Brazilian individuals (23), thereby 

demonstrating the importance of studies that evaluate molecular markers for the disease, 

such as genomic SNPs. 

The objectives of the present study were to evaluate the Q36R (transition from 

base A to G) polymorphism of KiSS-1 in patients with head and neck cancer and to 

compare the results with healthy individuals. Additionally, the study analyzed the 

presence of polymorphisms of this gene with different clinical features of head and neck 

cancer.  

 

SUBJECTS AND METHODS 

All participants gave written informed consent for their inclusion in the study. 

The study protocol was approved by the National Ethics Committee (CONEP). A total 

of 243 patients (35 women and 208 men) who were diagnosed as having head and neck 

cancer were investigated (average age 58.17; range, 36-86 years). Diagnosis was made 

from pathological specimens either from total excision or biopsy. All tumor cell types 

were squamous cell carcinoma and the primary anatomic sites included the oral cavity 

(n = 97: 39.9%); pharynx (n = 65: 26.75%) and larynx (n = 81: 33.3%). A control group 
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was drawn up of 522 (168 women and 354 men) apparently healthy volunteers who had 

no history of familial cancer with an average age of 49.89 years (range, 18-90 years). 

The frequencies of smoking and alcohol intake in the head and neck cancer 

group patients were 89.7% and 77.7%, respectively. In the control group, the 

frequencies were 49.8% and 48.7%, respectively. These variables were adjusted in the 

logistic regression for the polymorphism analyses.  

The patients were staged according to the tumor-node-metastasis (TNM) 

classification of the International Union against Cancer (24,25). DNA was isolated from 

leukocytes obtained from peripheral blood according to the method described by Miller 

et al. (26).  

Polymorphism was determined by polymerase chain reaction (PCR) with 

upstream and downstream primers flanking the target sequence (forward: 5’ 

CGAGCTTCCAAAAGGTCAAG 3’, and reverse: 5' CAGTAGCAGCTGGCTTCCTC 

3'). Amplified fragments were subjected to single strand conformational polymorphism 

(SSCP) analysis (27).The aberrant SSCP mobility patterns were verified and the DNA 

samples were automatically sequenced on an ABI 377 PRISM DNA Sequencer 

(Applied Biosystems) using big dye terminator as instructed by the manufacturer. 

Statistical analysis 

Demographic and lifestyle data were assessed by descriptive statistics and 

compared using Fisher’s Exact Test. 

Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) was tested separately for cases and 

controls for the polymorphism and the Pearson χ2-test was used to compare groups. 
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Fisher’s Exact Test was used for the statistical analysis of the allele and 

genotype distributions of this polymorphism. A p-value of less than or equal to 0.05 was 

considered statistically significant for all analysis. 

Multiple logistic regression models were used to determine the effect on the 

variables in head and neck squamous cell carcinoma. The model included age 

(reference: < 52 years old - mean of the groups), gender (reference: female), smoking 

habits (reference: non-smokers) and drinking habits (reference: non-drinkers). Results 

are shown as odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (95% IC). 

 The clinicopathological features were analyzed by multiple logistic regression. 

Tumor classification was divided into low T (T1,T2) and high T (T3,T4) classification 

categories. N classification was dichotomized into negative involvement of lymph 

nodes (N0) and positive involvement (N1, N2, N3). Stage grouping was divided into 

early stage (Stage I or II) and advanced stage (Stage III or IV) categories. The analysis 

of M classification was not performed since all patients were classified as M0. 

The Kaplan-Meier method was used to examine the survival rates and time of 

disease recurrence. Log-rank test was used to assess the differences considering the 

different genotypes. 

The computer-assisted statistical analyses were carried out using Minitab for 

Windows (Release 12.22) and the Stats Direct Statistical (version 1.617) programs. The 

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was tested by chi-square using the BioEstat 

program. 
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RESULTS 

Demographic data and lifestyle factors 

Table 1 shows the distribution of demographic and lifestyle variables of patients 

and controls. Statistically significant differences were observed between the patients 

and controls for the all variables. 

KiSS-1 genotype 

The genotype distribution of the studied polymorphisms did not deviate from the 

Hardy-Weinberg Equilibrium in both head and neck cancer (Χ2 = 0.3670; p = 0.54) and 

control (Χ2 = 0.2551; p = 0.61) individuals. 

Allele and genotypic frequencies of the Q36R polymorphism of KISS-1 were 

determined for all participants (Table 2). No statistically significant differences were 

observed for the alleles (p=0.55) and genotype frequency (p =0.62) between cases and 

controls in the univariate analysis. In addition, multivariate logistic regression analysis 

did not demonstrate any association between variant genotypes and the risk for head and 

neck cancer (OR: 0.97; CI 95% 0.61-1.54; p = 0.8897).  

The potential interaction between KiSS-1 genotypes and exposure to risk factors 

for head and neck cancer are shown in Table 3 with the results of multiple logistic 

regression demonstrating that the lower frequency of G allele together with low alcohol 

intake has a significant difference between head and neck cancer and control individuals 

(OR: 0.35 CI 95% 0.14 – 0.88; p = 0.0257), indicating an association (protective effect) 

between these two factors and risk for head and neck cancer. Other potential 

associations did not present with significant differences. 

The association of the clinicopathological features of head and neck cancer 

patients with KiSS-1 genotypes is shown in the Table 4. An analysis of primary tumor 
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sites shows a possible interaction between the presence of the Q36R polymorphism and 

pharyngeal cancer. The analyses of tumor extension, lymph node involvement and 

aggressiveness according to the genotype frequencies did not identify statistical 

differences. The analysis of the metastasis classification was not performed since only 

one patient was classified as M1. 

The overall survival analysis represented by the Kaplan-Meier survival curve 

(Figure 1) did not reveal any significant association with the KiSS-1 genotypes (p = 

0.65). Moreover, there was no association between the time to disease recurrence and 

genotypes (p = 0.17). 

 

DISCUSSION 

The present study confirms the well-known fact that the development of head 

and neck cancer is strongly associated with lifestyle factors, such as alcohol intake and 

smoking (28-30). We also report a significant association between age and gender with 

this disease as previously described (31, 32). 

There are several studies on human melanoma, breast carcinoma cells and in 

others types of tumor that have reported KiSS-1 as a novel metastasis suppressor gene 

(5, 7, 9-11, 13-16, 33).

The association between polymorphisms of KiSS-1 and head and neck cancer 

has not been reported previously. The study of Luan et al. in 2007 (34) was the first to 

analyze polymorphisms of this gene and its relationship with central precocious 

puberty. 

The Q36R polymorphism of KiSS-1 was described using the ORESTEs 

approach (35) during the Human Cancer Genome Project (HCGP) supported by the São 
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Paulo State Research Foundation (FAPESP)/Ludwig Institute for Cancer Research. This 

SNP was subsequently validated in a set 150 DNA samples (23) with a frequency of 

8%.  

In this study, no significant differences in the allele and genotype distribution of 

the polymorphism were identified between patients with head and neck cancer and 

controls using univariate and multiple logistic regression analysis.  

The potential interaction between KiSS-1 genotypes and exposure to risk factors 

for head and neck cancer demonstrated an inverse relationship between the presence of 

the Q36R polymorphism and non-drinkers (OR: 0.35; CI 95%: 0.14 - 0.88; p = 0.0257). 

The analysis of clinicopathological features shows a possible association between 

laryngeal cancer and the Q36R polymorphism (OR: 2.50; CI 95%: 1.23 - 5.08; p = 

0.0116) and suggest a tissue-specific role of polymorphism. This may explain the 

differences in biological behavior of head and neck cancer in various anatomical 

locations (3). This study did not demonstrate an association between the Q36R 

polymorphism and other clinicopathological features including extension of tumor, 

lymph node involvement and tumor aggressiveness, survival or recurrence of disease.  

Various studies have correlated KISS-1 expression and clinical features of 

tumors. A lower expression was associated with lymph node metastasis in breast (36), 

esophageal (10) and thyroid (37) cancers, and with the progression, prognosis and 

survival in patients with melanoma (22), gastric (11), hepatocellular (19, 20) and 

ovarian (12) carcinomas. There are no studies on its expression in head and neck 

squamous cell carcinoma. 
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The Q36R polymorphism of KiSS-1 results in a non-synonymous substitution 

with the exchange of A → G resulting in the substitution of Glutamine for Arginine in 

the kisspeptin protein, but the significance of this alteration remains unclear. 

This study is the first that correlates the Q36R polymorphism with head and 

neck cancer and may open the possibility of future investigations of this polymorphism 

in different types of tumors and the analysis of the expression of this gene in head and 

neck cancer. 
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Table 1: Distribution of characteristics in case and control individuals 

 

Variable Cases (n = 252) Controls ( n = 522) p 

Gender (%)   < 0.0001 

Male 217 (86.11) 354 (67.82)  

Female 35 (13.89) 168 (32.18)  

Mean age in years 

(SD) 

58 (9.64) 50 (15.35) < 0.0001 

Smokers (%) 226 (89.62) 260 (49.80) < 0.0001 

Drinkers (%) 196 (77.78) 254 (48.65) < 0.0001 
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Table 2. Distribution of the Q36R polymorphism of KiSS-1 in 

head and neck cancer patients and controls 

 

Genotype Patients 

n (%) 

Controls 

n (%) 

p 

   0.62 

AA 211 (83.73) 426 (81.61)  

AG 40 (15.87) 90 (17.24)  

GG 1 (0.39) 6 (1.15)  

Allele   0.55 

A Allele 0.92 0.90  

G Allele 0.08 0.10  
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Table 3: Odds Ratio of head and neck cancer related to the genotypes of KiSS-1 

polymorphisms by gender, age, smoking and drinking habits 

Characteristics AA 

(Cases/Controls)

OR 

 (95% CI)*

AG and GG 

(Cases/Controls)

OR (95% CI) p 

Gender      

Female 6/131 1.00 (ref) 29/37 0.76 (0.30 - 1.96) 0.57 

Male 182/295 1.00 (ref) 35/59 1.06 (0.62- 1.82) 0.83 

Age      

< 52 49/275 1.00 (ref) 13/58 1.11 (0.54 -2.28) 0.77 

> 52 162/151 1.00 (ref) 28/38 0.84 (0.46 - 1.53) 0.56 

Smoking       

Non-smokers 24/210 1.00 (ref) 02/52 0.30 (0.07-1.33) 0.11 

Smokers 187/216 1.00 (ref) 39/44 1.18 (0.70 - 1.98) 0.53 

Drinking habits      

Non-use of alcohol 49/213 1.00 (ref) 07/55 0.35 (0.14 - 0.88) 0.03 

Use of alcohol 162/213 1.00 (ref) 34/41 1.50 (0.83 - 2.71) 0.18 

*Adjusted for age, gender, and smoking and drinking habits. 
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Table 4: Clinicopathological features and the KiSS-1 polymorphisms 

 

Variables AA 

Genotype 

OR (95% CI) AG and GG 

Genotype 

OR (95% CI)* p 

Sites of tumor      

Oral cavity 86 1.00 (ref) 11 0.51(0.24 - 1.08) 0.0777 

Pharynx 48 1.00 (ref) 17 2.50 (1.23 - 5.08) 0.0116 

Larynx 69 1.00 (ref) 12 0.86 (0.41 -1.79) 0.6818 

Tumor extension      

T1/T2 75 1.00 (ref) 16 1.00 (ref)  

T3/T4 109 1.00 (ref) 24 1.05 (0.52 - 2.08) 0.8985 

N involvement      

No 107 1.00 (ref) 26 1.00 (ref)  

Yes 83 1.00 (ref) 15 0.70 (0.34-1.43) 0.3277 

Stage      

I/II 58 1.00 (ref) 13 1.00 (ref)  

III/IV 120 1.00 (ref) 24 0.82 (0.38-1.75) 0.6008 

* Adjusted for age, gender, and smoking and drinking habits. 
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Figure 1: Kaplan–Meier curves for the overall survival (A) and relapse time (B) for 

patients according to the Q36R KiSS-1 polymorphism 
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Artigo VI: Resultados sobre a análise dos polimorfismos gerados no projeto Genoma 

Humano do Câncer a ser traduzido e submetido para  publicação em periódico 

internacional. 

Título: Validação de polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) do Projeto Genoma 

Humano do Câncer em pacientes com câncer de cabeça e pescoço.  
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Validação de polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) do Projeto Genoma 

Humano do Câncer em pacientes com câncer de cabeça e pescoço. 

 

Resumo 

Introdução: O câncer de cabeça e pescoço é responsável por uma alta 

incidência de óbitos. O tabagismo e o etilismo são os principais fatores etiológicos desta 

doença. Os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) constituem a variação mais 

comum do genoma humano e estão associados à base molecular do câncer.  Objetivo: 

avaliar a freqüência de SNPs  não sinônimos nos genes KiSS-1 (A/G), NINJ1 (A/C), 

TAX1BP1 (T/A) e LAD1 (A/G) gerados no Projeto Genoma Humano do Câncer em 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço e comparar suas freqüências em uma 

população controle. Metodologia: Foram analisados os dados epidemiológicos como 

sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo de 656 indivíduos (243 pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço e 413 indivíduos sem história de neoplasia). A análise molecular foi 

realizada com DNA genômico, extraído a partir de sangue periférico e foram utilizadas 

as técnicas de PCR-SSCP (gene KiSS-1),  PCR-RFLP (genes NINJ1 e TAX1BP1) e 

sequenciamento automático (gene LAD-1). Resultados: A análise dos dados 

epidemiológicos mostrou predominância de pacientes do sexo masculino (86%), 

tabagistas (89,71%) e etilistas (77,37%). O sítio anatômico primário mais freqüente foi 

a cavidade oral (37,45 %). Na análise das freqüências genotípicas não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significantes. Na análise dos parâmetros 

clínicos, para o sítio anatômico primário do tumor, foi encontrada uma freqüência 

aumentada do alelo polimórfico na laringe (OR = 2,32; IC 95% 1,12 – 4,82; p = 0,02) 

para o gene KiSS-1; uma freqüência aumentada do polimorfismo do gene NINJ1 em 
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cavidade oral (OR = 1,86; IC 95% 1,05 -3,30; p =  0,03) e diminuída na laringe (OR = 

0,40 IC 95% 0,22-0,74; p =0,003). Para o gene TAX1BP1 foi encontrado um aumento 

do polimorfismo na cavidade oral (OR =2,25; IC 95% 1,20-4,21; p =0,01). Em relação 

ao estadiamento do tumor, há uma freqüência menor do polimorfismo do gene LAD1 

em tumores com estádios III e IV (OR = 0,39  IC 95% 0,18-0,83; p =  0,01). 

Conclusões: Os resultados não mostram relação entre os polimorfismos estudados e o 

desenvolvimento do câncer de cabeça e pescoço. á evidências de associação entre o 

polimorfismo do gene KiSS-1 e a presença do câncer na laringe,  entre os polimorfismos 

dos genes NINJ1 e TAX1BP1 e cavidade oral e o alelo G do  gene LAD1 confere menor 

agressividade. 
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INTRODUÇÃO 

Carcinomas espinocelulares de cabeça e pescoço são neoplasias muito 

agressivas com uma estimativa de incidência anual de 481.100 casos no mundo e 

320.000 mortes ao ano.1 Dois terços desta doença ocorre em países em desenvolvimento 

com uma taxa de sobrevivência de aproximadamente 50%.2,3 No Brasil, a incidência de 

câncer da cavidade oral, sítio mais representativo da doença, representa cerca de 3% de 

todos as neoplasias, segundo o Instituto Nacional do Câncer há a estimativa de 14.160 

novos casos o ano de 2008. 4  

O tabagismo e o etilismo são os principais fatores de risco estabelecidos para 

câncer de cabeça e pescoço. 5-10 Variações geográficas ou regionais na prevalência do 

câncer de cabeça e pescoço indicam que o estilo de vida sociocultural de uma população 

pode desempenhar um papel importante na carcinogênese da mucosa desse sítio 

anatômico. 11, 12

O desenvolvimento de câncer de cabeça e pescoço é resultado tanto da 

interação de fatores ambientais quanto da herança genética, portanto, multifatorial. 13, 14 

Marcadores moleculares são utilizados para avaliar a suscetibilidade dos indivíduos para 

o desenvolvimento de neoplasias e dentre eles estão os polimorfismos de sítios únicos 

(SNPs), que são variações comuns que ocorrem em cerca de 1.000 pares de bases com 

freqüência acima de 1% na população humana. Um número cada vez maior dessas 

alterações de base única está sendo associadas às bases moleculares de doenças 

envolvendo um componente genético, como o câncer, ou como um fator de risco para 

doenças adquiridas. 15-19  

No Projeto Genoma Humano do Câncer (FAPESP/Instituto Ludwig - Brasil) 

que gerou aproximadamente um milhão de seqüências derivadas de amostras tumorais e 
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de tecidos normais, utilizando a técnica ORESTES a qual gera seqüências 

predominantemente da região codificadora central dos genes, foram identificados cerca 

de 237 SNPs,  e  um total de 20 não-sinônimos. 20, 21 Esses SNPs estão localizados em 

regiões codificadoras dos genes possuindo, portanto, o potencial de gerar proteínas 

alteradas, como conseqüência de variações nos aminoácidos dos produtos protéicos dos 

genes. 20,22 Dentre eles, podem ser citados os polimorfismos não sinônimos  A→ G  no 

gene KiSS-1 metastasis-suppressor (KiSS-1) (gln36arg), A→ C no gene NINJURIN1 

(NINJ1) (asn110ala), T → A de TAX1BP1 (Human T-cell leukemia virus type I) 

(leu306ile), e o polimorfismo A→G no gene LADININ-1 (LAD1) (lys 323glu). 22,23

De maneira geral, estes genes possuem funções importantes relacionadas com a 

carcinogênese, tais como supressão de metástase (KiSS-1) 24,25, adesão celular (NINJ1) 

26, participação na transdução de sinas, transcrição de genes virais e celulares 

(TAX1BP1) 27  e ancoragem (LAD1). 28

 Não há estudos com estes polimorfismos e câncer e a  associação entre estes 

polimorfismos e câncer de cabeça e pescoço não foi estudada até o momento, o que 

reforça a importância de estudos para avaliar estes marcadores moleculares nesta 

doença. Considerando a relevância deste assunto, o objetivo deste estudo é avaliar a 

freqüência dos polimorfismos dos genes acima citados em pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço e também avaliar a distribuição destes genótipos de acordo com as 

características clínico-patológicas do câncer de cabeça e pescoço. 
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Material e Métodos 

Todas as amostras foram obtidas após aprovação da Comissão Nacional de 

Ética em Pesquisa (CONEP) e consentimento livre e esclarecido de todos os 

participantes. O diagnóstico de câncer de cabeça e pescoço foi feito por estudos 

patológicos após excisão total ou biópsia e todos os tumores foram classificados como 

carcinoma de células escamosas. Os pacientes foram provenientes dos Serviços de 

Cirurgia de Cabeça e Pescoço de São Paulo, Brasil (capital e região noroeste). Os 

indivíduos sem história de neoplasia (controles) foram doadores saudáveis de banco de 

sangue.   

Foram avaliados 656 indivíduos (243 pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço, e 413 controles). O perfil sociodemográfico (gênero, idade) e a exposição a 

fatores de risco (tabagismo e etilismo) dos pacientes e dos controles foram analisados. 

Indivíduos que consomem cerca de 100 cigarros durante toda a vida foram considerados 

tabagistas e aqueles que bebem mais que quatro drinques por semana, etilista. 29,30

Os tumores foram classificados de acordo com os parâmetros da Union 

International Control Cancer (IUCC), 2002 e American Joint Commitee for Cancer 

(AJCC), 2002. 31, 32  

O  DNA genômico foi extraído a partir de sangue periférico segundo a técnica 

de Miller et al., 1988 com modificações. 33  As técnicas para análise molecular dos genes 

KiSS-1, NINJ1, TAX1BP1 e LAD1. Foi utilizada a amplificação por Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR). As seqüências de oligonucleotídeos primers, bem como as 

temperaturas de anelamento estão apresentadas na Tabela 1. 

Para o gene KiSS-1 foi utilizada a técnica de Single Strand Conformation 

Polymorfism (SSCP) 34, utilizando-se como controle de reação amostras previamente 
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seqüenciadas.   Para o gene NINJ1, os produtos de amplificação foram submetidos à 

digestão enzimática com a endonuclease de restrição (RFLP) Hae III e os indivíduos 

homozigotos (AA) apresentaram, no gel de eletroforese, apenas um fragmento de 212 

pb, os heterozigotos (AC) apresentam dois fragmentos (212 pb e 176 pb) e os 

homozigotos (CC) apresentam um fragmento de 176 pb. 

Na análise de TAX1BP1, os produtos de amplificação foram submetidos à 

digestão enzimática com a endonuclease de restrição (RFLP)  ApoI. A presença do 

polimorfismo destrói o sítio de restrição, não ocorrendo o corte do amplificado de 264 

pb. Na ausência do polimorfismo, o produto é digerido em dois fragmentos (um 

fragmento de 205 pb e outro fragmento de 59 pb). 

Para a genotipagem de LAD1 foi realizado o seqüenciamento automático ABI 

Prism 377 (Applied Biosystems Inc). 

 

Análise Estatística 

Os dados demográficos foram tabulados por estatística descritiva e comparados 

pelo Teste Exato de Fisher. O teste do qui-quadrado foi utilizado para a análise das 

distribuições alélicas e genotípicas destes polimorfismos e para o cálculo do Equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (HWE). 

Os modelos de regressão logística múltipla foram utilizados para determinar o 

efeito das variáveis analisadas em câncer de cabeça e pescoço. O modelo incluiu idade 

(referência: < 50 anos, mediana dos dois grupos), gênero (referência: feminino), hábito 

tabagista (referência: não fumantes) e hábito etilista (referência: não etilistas). Para os 

parâmetros clínicos, a classificação T foi dividida em tumores com pequena extensão 

(T1,T2) e com grande extensão (T3, T4); a classificação N em comprometimento de 
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linfonodos negativo (N0), e positivo (N1, N2, N3) e os estádios em precoce (estádios I, 

II) e categoria avançada da doença (III e IV). Os resultados foram apresentados em odds 

ratio (OR) e intervalo de confiança de 95 % (IC 95%). O nível de significância foi 

estabelecido em 5% (p=0,05). 

O método de Kaplan-Meier foi aplicado para avaliar as diferentes taxas de 

sobrevida e recorrência da doença entre os diferentes genótipos e o teste Log-Rank para 

medir estas diferenças entre os genótipos. Para a análise de sobrevida foram 

considerados como ponto final da análise (end point) o período compreendido entre o 

diagnóstico da doença e o óbito, e para a análise da recorrência, o end point foi o 

diagnóstico de recidiva. 

Foram utilizados os programas computacionais Minitab for Windows (Release 

12.22) e Stats Direct Statistical Software (versão 1.617). O equilíbrio de Hardy-

Weinberg foi feito utilizando o programa BioEstat. 
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Resultados  

As características dos grupos estudados estão apresentadas na Tabela 2. Foram 

observadas diferenças estatísticas em todas as variáveis estudadas. 

Para os pacientes, os sítios anatômicos primários de tumores incluíram 

cavidade oral (37,45%), laringe (32,10 %), faringe (26,75%) e sítio primário não 

conhecido (3,70%).  

A Tabela 3 apresenta a distribuição genotípica dos indivíduos estudados, na 

análise univariada não mostrando diferenças significantes entre pacientes e indivíduos 

controles, para as freqüências alélicas também não foram encontradas diferenças 

significantes. 

A análise das freqüências genotípicas para o equilíbrio de Hardy-Weinberg 

mostrou que para os genes KiSS-1, NINJ1 e TAX1BP1 encontram-se em equilíbrio (X2 = 

 0,37; p= 0,54;  X2 = 0,21; p = 0,65; e X2 =  2,75; p = 0,09) para pacientes e  (X2 =  

0,009; p = 0,93;  X2 =  0,31; p = 0,58; e X2 =  1,86; p = 0,17 para os indivíduos 

controles). Para o gene LAD1 tanto as freqüências genotípica dos  pacientes como as  

dos indivíduos do grupo controle não se encontram  em equilíbrio (X2 =  8,94; p = 0,003 

e X2 =  39,02; p <0,0001). 

Como não foi possível realizar o pareamento entre os dados demográficos e fator 

de risco entre pacientes e controles foi realizado o teste de regressão logística múltipla 

(Tabela 4) e não observou-se diferenças entre os grupos para os polimorfismos 

estudados.  

A análise do número de alelos polimórficos por indivíduos (pacientes e 

controles) para os quatro loci polimórficos testados mostrou que mediana do número de 

alelos polimórficos não diferiu entre pacientes e controles e que a presença de mais de 
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um alelo polimórfico (mediana do número de alelos alterados para os dois grupos) não 

aumenta o risco de câncer de cabeça e pescoço (OR 1,31; IC 95% 1,61-2,83; p = 0,49) 

(Tabela 5).    

O modelo de regressão múltipla para as características sociodemográficas (idade 

e gênero) e fatores de risco (tabagismo e etilismo) não mostrou diferenças estatísticas 

significantes entre os dois grupos  Também foi realizado o mesmo teste para verificar a 

interação das características estudadas e a presença de mais de  um alelo polimórfico 

(valor da mediana do número de alelos nos dois grupos) e não foram observadas 

diferenças (Tabela 6). 

Os dados da análise dos parâmetros clínicos e polimorfismos estão 

apresentados na Tabela 7. Em relação ao sítio anatômico primário do tumor, para o gene 

KiSS-1 foi encontrada uma freqüência aumentada do alelo polimórfico na faringe (OR = 

2,32; IC 95% 1,12 – 4,82; p = 0,02); uma freqüência aumentada em cavidade oral (OR 

= 1,86; IC 95% 1,05 -3,30; p =  0,03) e diminuída na laringe (OR = 0,40 IC 95% 0,22-

0,74; p =0,003) para o polimorfismo do gene NINJ1. Para o gene TAX1BP1 foi 

encontrado um aumento do polimorfismo na cavidade oral (OR =2,25; IC 95% 1,20-

4,21; p =0,01). Não foram observadas diferenças na distribuição dos polimorfismos para 

a extensão tumoral e para o comprometimento dos linfonodos. Em relação ao 

estadiamento do tumor, há uma freqüência menor do polimorfismo do gene LAD1 em 

tumores com estádios III e IV (OR = 0,39  IC 95% 0,18-0,83; p =  0,01). 

As curvas de Kaplan-Meier estão apresentadas na Figura 1, e não mostraram 

diferenças entre a presença de pelo menos um polimorfismo (mediana do grupo de 

pacientes) e a taxa de sobrevida (p = 0,20) e o tempo de recidiva da doença (p = 0,23). 
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Discussão 

Confirmando os dados encontrados na literatura, nosso estudo demonstrou que 

o câncer de cabeça e pescoço é mais freqüente em pessoas do sexo masculino, 

tabagistas e acima de 40 anos de idade. O carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço 

é uma doença freqüentemente observada entre a quinta e sétima década de vida. 35, 36  É 

sabidamente conhecido que o risco para este tipo de câncer aumenta consideravelmente 

com a idade, independente do sexo. 37 Embora mais que 90% dos pacientes com câncer 

de cabeça e pescoço tenham idade superior a 45 anos, a incidência desta doença em 

indivíduos mais jovens vem aumentando, com maior ocorrência na cavidade oral. Os 

mecanismos etiológicos nesta faixa etária ainda não estão bem esclarecidos. Há relatos 

que infecções virais (vírus papiloma humano e vírus Epstei-Barr) possam contribuir 

para o desenvolvimento desta neoplasia37, e também que pacientes jovens parecem 

exibir predisposição à instabilidade genética, mostrando uma alta freqüência de 

instabilidade de microssatélites. 38 Uma das hipóteses para explicar tais diferentes é que 

o câncer oral é prevalente em indivíduos com mais idade devido à redução dos 

mecanismos antioxidantes da saliva e/ou aumento da quantidade de espécies  reativas de 

oxigênio (ROS) e espécies reativas ao nitrogênio (RNS), ocasionando alterações no 

DNA. 39

O câncer oral afeta principalmente os homens em uma relação de gênero em 

torno de 10: 1. Embora tenha ocorrido um aumento da incidência do câncer de cabeça e 

pescoço entre as mulheres nas últimas décadas, a literatura mostra que o sexo masculino 

ainda é o mais acometido por esse tipo de tumor 40, 41  
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Os nossos resultados mostram uma alta freqüência de pacientes com os hábitos 

tabagista e etilista o que está de acordo com os dados da literatura, nos quais estes dois 

fatores de risco estão bem estabelecidos para esta doença. 5-10

Em relação à distribuição genotípica, o gene LAD1 não encontra-se em 

equilíbrio equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE), uma das possíveis explicações é que 

este resultado pode ser decorrente da seleção aleatória dos indivíduos estudados, modelo 

de doença adotada e mudanças aleatórias nas freqüências genotípicas em decorrência de 

erros de amostragem (deriva genética). 42-44 As demais freqüências genotípicas 

encontram-se em equilíbrio. 

Não há na literatura a descrição das alterações dos genes estudados e seus 

respectivos efeitos. O gene KiSS-1 foi identificado por Lee e colaboradores em 1994 45 e 

consiste de três éxons, dos quais somente os éxons 2 e 3  são traduzidos em uma 

proteína de 145 aminoácidos com uma suposta sequência sinal. A função do produto do 

gene KiSS-1 (kisspeptina) é reportada por atuar depois da ligação com o receptor do 

ligante natural da proteína G (gene GPR54). Após essa ligação o produto gênico inibe a 

quimiotaxia, a invasão e metástase das células. 24,25 O trabalho de Brentani et al., 2003 

22, relata uma freqüência de 8% para o polimorfismo G no gene KiSS1, tal freqüência foi 

similar em nosso estudo em pacientes com câncer de cabeça e pescoço outros 

polimorfismos no gene KiSS-1 (região 5’, éxon 2 e 3) foram avaliados apenas em 

puberdade precoce. 46 

O polimorfismo do gene NINJ1 (ala110asp) foi estudado apenas em 

hanseníase, mas nenhuma associação foi observada. 47 Seu produto, uma molécula de 

adesão, foi isolado primeiramente em células de Schwann, após uma lesão do nervo. A 

proteína localiza-se na superfície celular de células de Schwann e neurônios e tem um 
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papel importante na regeneração neuronal. Além disso, se expressa em vários tecidos 

humanos originados de células epiteliais (por exemplo, fígados, rins, glândulas 

adrenais). Uma expressão aumentada deste gene foi observada em indivíduos com 

carcinoma hepatocelular 48 e em pacientes com leucemina linfoblástica aguda. 49 

Para os demais genes os estudos são relacionados apenas à expressão gênica e, 

portanto, o papel destes polimorfismos em doenças humanas não é conhecido. 

O gene TAX1BP1 participa como co-fator na reação dos fatores de necrose 

tumoral que desempenha um papel central no crescimento e desenvolvimento celular, e 

imunidade adaptativa. 50  Sua proteína em expressão elevada interage com a proteína 

anti-apoptótica zinc finger A20, que inibe a apoptose induzida por TNF (fator de 

necrose tumoral). 51 A análise de outros polimorfismos deste gene foi associada com 

artrite reumatóide 52, sabe-se também que este gene possui expressão elevada  em 

câncer de ovário. 53  A proteína do  gene LADININ-1 (LAD1)  é um dos componentes 

dos filamentos de ancoragem, componente de base de membranas na junção derme-

epiderme. 28

Foram encontradas diferenças entre as freqüências genotípicas e o sítio 

anatômico primário de tumor.  Em nosso estudo a freqüência aumentada do 

polimorfismo na cavidade oral nos genes NINJ1 e TAX1BP1 e na laringe para o gene 

KiSS-1 sugerem que os mesmos possam favorecer o desenvolvimento do tumor neste 

sítio específico.  Na laringe foi observada uma menor freqüência do polimorfismo do 

gene NINJ1. Estes fatos podem ser explicados pelas diferenças no comportamento 

biológico do câncer de cabeça e pescoço nos diferentes sítios anatômicos.54  

Para o gene LAD1 os resultados revelam uma menor freqüência do alelo 

polimórfico em tumores mais agressivos (estádios III e IV). Pouco é conhecido a 
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respeito do papel deste gene na carcinogênese, sua proteína é um dos componentes dos 

filamentos de ancoragem. Sabe-se também que a expressão deste gene é diminuída em 

câncer de pulmão 55 e elevada em câncer de ovário. 56  Nossos resultados demonstram 

que há uma menor freqüência do alelo polimórfico em tumores com estádio avançado, 

portanto com caráter mais agressivo, sugerindo a participação deste polimorfismo na 

evolução clínica do câncer. 

Este estudo é o primeiro que analisa os polimorfismos  não sinônimos  A→ G  

no gene KiSS-1 metastasis-suppressor (KiSS-1) (gln36arg), A→ C no gene (NINJ1) 

(asn110ala), T → A de TAX1BP1 (Human T-cell leukemia virus type I) (leu306ile), e o 

polimorfismo A→G no gene LAD1 (lys323glu).   

Em conclusão não há associações entre os polimorfismos estudados e 

carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço. Há evidências de associação entre o 

polimorfismo do gene KiSS-1 e a presença do câncer na laringe,  entre os polimorfismos 

dos genes NINJ1 e TAX1BP1 e cavidade oral e o alelo G do  gene LAD1 confere menor 

agressividade. 

Estes polimorfismos são marcadores de interesse para o estudo em câncer 

porque foram selecionados em uma biblioteca não enviesada (Projeto Genoma Humano 

do Câncer) e abre novas possibilidades para futuras investigações deste polimorfismo 

em diferentes tipos de cânceres. Estudos adicionais também podem avaliar a influência 

destes polimorfismos na expressão gênica e identificar associação destes com o 

desenvolvimento de carcinoma de cabeça e pescoço. 
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Tabela 1. Seqüência de oligonucleotídeos primers e temperaturas de anelamento (Ta) 

das Reações em Cadeia da Polimerase. 

Gene Seqüência de primer sense Seqüência de primer antisense Ta 

KiSS-1 5' GAGCTTCCAAAAGGTCAAG 3' 5' AGTAGCAGCTGGCTTCCTC 3' 57° 

NINJ1 5'CTCTGGGCGACAAAACTCATCC 3' 5' CCTCGCGCCCCATCTCC 3' 62° 

TAX1BP1 5’ACCTGGGTCTCCTAAATCCT 3’ 5’ AGCCTGCCAATCTCTTCTT 3’ 57° 

LAD1 5’GAAGGAGGCTGGTGTCTGAG 3´ 5´CACTGCCAACCTGGAGTG T 3’ 63° 

 

 

 

 

Tabela 2. Distribuição dos dados demográficos dos pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço e indivíduos do grupo controle. 

 

Variável Pacientes 

n (%) 

Controles 

n (%) 

p 

Gênero   < 0.0001 

Masculino 209 (86) 294 (71.19)  

Feminino 34 (14) 119 (28.81)  

Média de idade 

± DP* 

58 ± 9,58 48 ±13,85 < 0.0001 

Consumo de cigarro 218 (89,71) 207 (50,12) < 0.0001 

Consumo de álcool 188 (77,37) 192 (46,49) < 0.0001 

*DP = Desvio padrão 
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Tabela 3. Freqüência gênica  na análise univariada. 

 Genótipo Pacientes 

n (%) 

Controles 

n (%) 

p 

KiSS-1 
  0,56 

AA 203 (83,54) 334 (80,87)  

AG 39 (16,05) 75 (18,16)  

GG 01(0,41) 04 (0,97)  

    

NINJ1 
  0,12 

AA 149 (61,32) 284 (68,77)  

AC 81 (33,33) 115 (27,84)  

CC 13 (5,35) 14 (3,39)  

TAX1BP1 
  0,84 

TT 187 (76,95) 322 (77,97)  

TA 49 (20,17) 82 (19,85)  

AA 07 (2,88) 09 (2,18)  

LAD1 
  0,27 

AA 67 (27,57) 118 (28,57)  

AG 98 (40,33) 142 (34,38)  

GG 78 (32,10) 153 (37,05)  
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Tabela 4. Freqüências genotípicas dos polimorfismos dos genes KiSS-1, NINJ1, 

TAX1BP1, LAD1. 

 

Genótipo Pacientes 

n (%) 

Controles 

n (%) 

OR (IC 95%)*         p 

KiSS-1 
    

AA 203 (83,54) 334 (80,87) Referência  

AG e GG 40 (16,46) 79 (19,13) 0,85 (0,52-1,39) 0,5092 

NINJ1 
    

AA 149 (61,32) 284 (68,77) Referência  

AC e CC 94 (38,68) 129 (31,23) 1,16 (0,78 – 1,73) 0,4639 

TAX1BP1 
    

TT 187 (76,95) 322 (77,97) Referência  

TA + AA 56 (23,05) 91 (22,03) 0,92 (0,58-1,45) 0,7195 

LAD1 
    

AA 67 (27,57) 118 (28,57) Referência 0,861 

AG e  GG 176 (72,43) 295 (71,43) 1,04 (0,68-1,59)  

 

*Ajustado para idade, gênero e hábitos tabagista e etilista 
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Tabela 5. Número de alelos polimórficos entre pacientes e controles. 

 

Número de alelos 

alterados 

Pacientes 

n (%) 

Controles 

n (%) 

0 25 (10,33) 58 (14,08) 

1 98 (40,50) 163 (39,56) 

2 93 (38,43) 149 (36,17) 

3 27 (11,15) 39 (9,47) 

4 0 03 (0,73) 
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A 

 

 

B 

Figura 1. Curvas de Kaplan–Meier curves para tempo de óbito (A) e tempo de recidiva 

da doença (B). O grupo 0 representa até 1 alelo alterado e o grupo 1 os genótipos com 

mais de um alelo alterado. 
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III. CONCLUSÕES 

 

1. No Serviço Ambulatorial de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço do 

Hospital de Base de São José do Rio Preto, o câncer de cabeça e pescoço é mais 

freqüente em homens, com média de idade de 61 anos, e com hábitos tabagista e etilista. 

O sítio anatômico primário mais representativo é a cavidade oral, e o tipo histológico 

predominante é o carcinoma espinocelular. 

2. O genótipo MTR A2756G está associado ao câncer de cabeça e pescoço, enquanto as 

freqüências genotípicas dos polimorfismos dos genes VEGF, , KiSS-1, NINJ1, 

TAX1BP1 e LAD1 não diferenciaram entre pacientes e controles. 

3. Não há evidências de associação entre os polimorfismos MTR,  VEGF, , KiSS-1, 

NINJ1, TAX1BP1 e LAD1  com os hábitos tabagista, etilista, gênero e idade. 

4. Há evidências de associação entre o polimorfismo do gene KiSS-1 e a presença do 

câncer na laringe,  entre os polimorfismos dos genes NINJ1 e TAX1BP1 e cavidade oral. 

Em relação à extensão tumoral o alelo A polimórfico do gene VEGF parece conferir 

proteção para a evolução clínica do tumor e o alelo G do  gene LAD1 confere menor 

agressividade.  
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CASUÍSTICA E MÉTODO 

a)  Caracterização da amostra para a análise molecular 

Após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto (parecer 5566/2005) e do Conselho Nacional de 

Saúde – CONEP ( parecer 178/98 - Processo 25000.018584/98-13), foram incluídos na 

pesquisa 805 indivíduos (254 pacientes com câncer de cabeça e pescoço e 551 

indivíduos sem história de neoplasia). (Anexo I e II). 

Fizeram parte do estudo indivíduos adultos independentemente do sexo, idade e 

cor da pele que concordaram em participar após os esclarecimentos necessários e a 

obtenção do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

Os pacientes foram procedentes do Hospital Arnaldo Vieira de Carvalho de São 

Paulo e do Serviço de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital 

de Base, hospital de Ensino da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto e foram 

incluídos no estudo após exame patológico. Os indivíduos sem história de neoplasia 

foram provenientes do Hemocentro e de ambulatórios de outras especialidades médicas 

do Hospital de Base (HB). 

b) Análise dos dados demográficos e clínicos 

As variáveis analisadas incluíram idade, sexo, hábitos tabagista e etilista. 

Informações sobre o tabagismo e etilismo foram limitadas quanto ao uso ou não de 

tabaco e álcool. Foram considerados tabagistas indivíduos que consomem cerca de 100 

cigarros durante toda a vida e etilistas aqueles que bebem mais que quatro drinques por 

semana. (1,2) Os dados estão apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1. Dados sociodemográficos dos pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço e  indivíduos controles. 

Variáveis Pacientes 

n (%) 

Controles 

n (%) 

N° de indivíduos 254 551 

Idade 58 50 

Uso de tabaco 227 (89,37) 277 (50,27) 

Uso de álcool 198 (77,95) 269 (48,82) 

Sexo   

Sexo masculino 218 (85,83) 377 (68,42) 

Sexo feminino 36 (14,17) 174 (31,58) 

 

c) Sítios primários de tumor 

Os tumores foram classificados quanto à localização anatômica em cavidade 

oral, faringe e laringe, de acordo com Lee, 2003. (3). Os dados estão apresentados na 

Tabela 2.  
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Tabela 2. Distribuição entre os casos por sítio primário de ocorrência do tumor. 

Sítio anatômico primário  n (%) 

Cavidade oral 97 (38,19) 

Laringe 82 (32,28) 

Faringe (orofaringe, nasofaringe e hipofaringe) 66 (25,98) 

Sítio primário não conhecido 09 (3,55) 

 

d) Classificação dos tumores malignos (TNM) 

Os tumores foram classificados de acordo com os parâmetros da Union 

International Control Cancer (IUCC), 2002 (4) e American Joint Commitee for Cancer 

(AJCC), 2002 (96) em três critérios: tamanho do tumor (T), presença de linfonodos 

regionais comprometidos (N) e presença de metástase à distância (M).  Foram obtidos 

os TNM dos 236 casos analisados (Tabelas 3 e 4). Nesta análise, foram excluídos os 

tumores com sítio primário não conhecido devido ao pequeno número de amostras, em 

relação à presença de metástase (M) apenas um pacientes foi classificado como M1. 

Para os tumores de cavidade oral e faringe, o T varia de Tx (não é possível 

avaliar), T0 (não há evidências de tumor primário), Tis (carcinoma in situ), T1 (tumor 

menor que 2 cm), T2 (tumor entre 2 e 4 cm), T3 (tumor maior que 4cm) e T4 (tumor 

invadindo estruturas adjacentes que depende da localização primária dele para a 

classificação). Com relação à presença de linfonodos (N) os tumores são classificados 

em Nx (os linfonodos regionais não podem ser avaliados), N0 (ausência de metástase 

em linfonodos regionais), N1 (metástase em um único linfonodo homolateral menor que 

3cm), N2 a, b, c (metástase em um único linfonodo homolateral de 3 a 6 cm ou em 
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linfonodos homolaterais múltiplos menores que 6cm ou em linfonodos bilaterais ou 

contralaterais menores que 6 cm) e N3 (metástase em linfonodos maiores que 6 cm). Já 

o M pode ser classificado em Mx (a presença de metástase à distância não pode ser 

avaliada), M0 (ausência de metástase à distância) e M1 (presença de metástase à 

distância). 

Para os tumores de laringe a categoria T (referente à extensão do tumor) varia de 

T1 a T4, com classificações diferentes para supraglote, glote e subglote. Para supraglote 

a categoria T varia de T1 (uma sub-localização anatômica e mobilidade normal), T2 

(mucosa de mais de uma sub-localização adjacente da supraglote ou da glote, ou de 

região adjacente fora da supraglote; sem fixação), T3 (Fixação da corda, ou invasão da 

área póscricóide, tecidos pré-epiglóticos, espaço paraglótico, erosão da cartilagem 

tireóide) e T4 (Toda a cartilagem tireóide; traquéia, partes moles do pescoço: músculos 

profundos/extrínsecos da língua, alça muscular tireóide e esôfago e espaço pré-

vertebral, estruturas mediastinais, artéria carótida). Para a glote varia de T1 (limitado 

à(s) corda(s) vocal(is), mobilidade normal a uma corda ou ambas as cordas), T2 

(supraglote, subglote, mobilidade de corda vocal diminuída), T3 (fixação da corda, 

espaço paraglótico, erosão de cartilagem tireóide), T4 (toda a cartilagem tireóide; 

traquéia; partes moles do pescoço: músculos profundos/extrínsecos da língua,alça 

muscular; tireóide e esôfago e espaço pré-vertebral, estruturas mediastinais, artéria 

carótida). 

Na Tabela 5 estão apresentados os dados relativos ao estadiamento dos tumores. 
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Tabela 3. Distribuição dos sítios anatômicos primários do 

tumor em relação ao TNM (categoria T). 

Sítio primário do tumor T1 T2 T3 T4 Tx 

Cavidade oral 19 18 14 37 00 

Laringe 16 14 16 28 02 

Faringe 03 21 14 25 00 

 

Tabela 4. Distribuição dos sítios anatômicos primários 

do tumor em relação ao TNM (categoria N). 

Sítio primário do tumor N0 N+ Nx 

Cavidade oral 55 33 00 

Laringe 50 25 01 

Faringe 29 33 01 

 

Tabela 5. Distribuição dos sítios anatômicos primários do tumor em relação ao 

estádio. 

Sítio primário de 

tumor 

I II III IVA IVB 

Cavidade Oral 17 14 13 45 00 

Faringe 02 12 11 32 02 

Laringe 14 13 11 28 03 
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METODOLOGIA 

a) Análise Molecular 

1. Extração de DNA genômico a partir de sangue periférico 

O DNA foi obtido por meio da técnica segundo Miller et al. (1988), (6) com 

modificações descrita a seguir. 

a.1) Isolamento de leucócitos: 

Uma amostra de 5 mL de sangue periférico foi colhida em um tubo vacutainer, 

contendo anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e homogeneizada 

em seguida. Com auxílio de uma pipeta estéril, a amostra foi colocada em um tubo de 

centrífuga de 15 mL contendo a mesma quantidade de Ficoll-Paque Plus (Amersham 

BiosciencesTM). O material foi, então, centrifugado por 30 minutos a 1.500 rpm, para 

formação de três camadas distintas: hemáceas ao fundo do tubo, ficoll na camada 

intermediária e plasma na superfície do tubo. O plasma foi aspirado e descartado com 

uma pipeta Pasteur. Em seguida, a camada de leucócitos foi aspirada e transferida para 

um novo tubo. Aos leucócitos isolados, foi adicionada solução tampão (PBS) até atingir 

15 mL. O tubo contendo os leucócitos foi invertido cuidadosamente e centrifugado por 

12 minutos a 1.200 rpm. Após centrifugado, o sobrenadante foi descartado e o pellet de 

leucócitos ressuspendido. Novamente, o tubo recebeu PBS e foi centrifugado como 

anteriormente. Ao final do processo, o pellet foi ressuspendido em 0,5 mL de PBS. 

a.2) Extração de DNA genômico: 

Aos leucócitos isolados, foram adicionados 3 mL de tampão de lise (TrisHCl 

10mM, NaCl 400mM, Na2EDTA 2mM); 200 µL de SDS (Sodium dodecyl sulfate) 

10%; 50μL de proteinase K (20mg/mL). Em seguida, o tubo foi incubado por 16 horas a 
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37ºC, para a digestão protéica. Após incubação, acrescentou-se 1 mL de NaCl 6 M e o 

tubo foi agitado no vórtex até a solução formar espuma. O material permaneceu em gelo 

por 15 minutos, foi novamente agitado e, então, centrifugado por 15 minutos a 2.000 

rpm. Após centrifugação, o tubo recebeu 10 mL de etanol 100% gelado e foi invertido 

cuidadosamente para a precipitação do DNA. O DNA precipitado foi lavado em etanol 

70% e mantido em temperatura ambiente para secar. Posteriormente, foi ressuspendido 

em água Mili-Q autoclavada e armazenado a 20ºC para posterior amplificação. As 

amostras de DNA obtidas foram submetidas à leitura em espectofotômetro CARY no 

comprimento de onda de 260 nm para determinação da concentração e grau de pureza 

no laboratório de Bioquímica do Prof. Dr. Gustavo Bonilha na UNESP de São José do 

Rio Preto. 

 b. Análise molecular dos polimorfismos  

b.1)  Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para a análise molecular dos polimorfismos foi utilizada a amplificação por 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). As seqüências dos oligonucleotídeos primers, 

bem como as temperaturas de anelamento estão apresentadas na Tabela 6. 

As reações de PCR foram realizadas em um volume total de 20 μL, utilizando-se 

50 ng de DNA genômico, 0,3 mM de primer sense, 0,3 mM de primer antisense, 200 

mM dNTP, 1X tampão de reação, 1,5 mM MgCl2, 0,2 U de Taq polimerase. A 

amplificação por PCR foi realizada com uma etapa inicial de desnaturação por 5 

minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos com desnaturação a 95°C por 30 segundos, 

temperatura de anelamento apresentada na Tabela 6 por 30 segundos e extensão das 
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cadeias a 72°C por 30 segundos. Uma etapa de extensão final foi realizada a 72°C por 7 

minutos. 

Tabela 6. Seqüência de oligonucleotídeos primers e temperaturas de anelamento (Ta) 

das Reações em Cadeia da Polimerase. 

Gene Seqüência de primer sense Seqüência de primer antisense Ta 

MTR 5' CCAGGGTGCCAGGTATACAG 3' 5'GCCTTTTACACTCCTCAAAACC3 57° 

KiSS-1 5' GAGCTTCCAAAAGGTCAAG 3' 5' AGTAGCAGCTGGCTTCCTC 3' 57° 

NINJ1 5'CTCTGGGCGACAAAACTCATCC 3' 5' CCTCGCGCCCCATCTCC 3' 62° 

TAX1BP1 5’ACCTGGGTCTCCTAAATCCT 3’ 5’ AGCCTGCCAATCTCTTCTT 3’ 57° 

LAD1 5’GAAGGAGGCTGGTGTCTGAG 3´ 5´CACTGCCAACCTGGAGTG T 3’ 63° 

 

b.2) Análise molecular do polimorfismo A2756G do gene MTR 

Os produtos amplificados de 498 pares de bases (pb) foram visualizados em gel 

de agarose 1,5%, após eletroforese a 120 Volts, por 50 minutos. O gel foi corado com 

brometo de etídio (concentração final de 0,5 mg/ml) e observado em luz ultravioleta. 

Os produtos de PCR serão submetidos à digestão enzimática, utilizando-se a 

enzima Hae III. Os produtos de PCR e de restrição enzimática foram separados por 

eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampão TBE (Tris-EDTA-Borato), e 

identificados sob luz UV após coloração com brometo de etídeo (Figura 1). 
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    1                2               3              4 

 

Figura 1. Digestão com a enzima  Hae III do produto de PCR do gene MTR os 

genótipos estudados  (Linha 2, homozigoto AA, linha 3 heterozigoto AG e linha 4 

homozigoto GG) Na primeira linha do gel, pode-se observar o marcador de peso 

molecular e ao lado da foto o tamanho de cada um destes fragmentos.  
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b.3) Análise molecular do polimorfismo -1154 G/A do gene VEGF 

A análise para o gene VEGF foi realizada pelo método de discriminação alélica 

pelo de PCR em Tempo Real (aparelho ABI PRISM 7500 Sequence Detection Systems - 

Applied Biosystems) usando o sistema de sondas fluorogênicas 5’ com sondas Taqman 

Minor Groove Binder (MGB). Para os genótipos selvagens foi utilizada  a marcação 

FAM e para os mutantes a marcação VIC. O volume final de cada reação foi de 5 µL, 

consistindo de 1,5 µL de Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 

mM de cada primer, 0,2 mM de cada sonda Taqman e 5 ng de DNA genômico. A 

amplificação do PCR foi realizada com uma desnaturação inicial a 95°C por 10 minutos 

e  40 ciclos com 92°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os sinais fluorescentes 

foram medidos a 60°C. Os primers e sondas para o polimorfismo G -1154 A foram 

feitos pela Applied Biosystems (ID - C_1647379-10). 

Para a análise foi utilizado o software SDS versão 2.0 para analisar a 

fluorescência emitida em tempo real e o final da reação de PCR (endpoint read) (Figura 

2). 
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Figura 2. Curvas da discriminação alélica produzidas pela análise no software SDS. O 

eixo X representa o número de ciclos de amplificação e o eixo y, o valor da 

fluorescência. (A) Exemplo de um homozigoto (GG); (B) Exemplo de um homozigoto 

(AA); (C) Exemplo de um heterozigoto (GA). 
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b.4)  Análise molecular do polimorfismo G→A do gene KiSS-1 

Os produtos amplificados de 194 pares de bases (pb) foram visualizados em gel 

de agarose 1,5%, após eletroforese a 120 Volts, por 50 minutos. O gel foi corado com 

brometo de etídio (concentração final de 0,5 mg/ml) e observado em luz ultravioleta. 

b.4.1) Análise de polimorfismo conformacional de fita simples do DNA (do 

inglês: Single Strand Conformation Polymorphism) 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida na concentração de 7,5% para a identificação dos padrões de migração 

eletroforética, segundo técnica descrita por Orita e colaboradores em 1989, com 

modificações. (7)

O conteúdo total da reação de PCR (10 mL) foi misturado com 10 mL do 

tampão de corrida (95% formamida, 5 mM NaOH, 0,1% de azul de bromofenol e 0,1 

mL de xileno cianol). As amostras foram desnaturadas a 950C por 10 minutos, 

resfriadas imediatamente em gelo e submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 

7,5 %. A corrida eletroforética foi realizada a 180 Volts durante 3 horas em temperatura 

ambiente, na presença do tampão 0,5X TBE (0,04 M Tris, 1 M ácido bórico, 0,5M 

EDTA pH 8,0). Após a corrida eletroforética, o gel foi corado com nitrato de prata. 

Brevemente, o gel foi colocado em solução fixadora (30 mL de etanol, 2,25 mL de 

ácido acético, 267 mL de água ultra-pura) por 10 minutos, em seguida, foi corado com 

uma solução de nitrato de prata a 0,2%, durante 10 minutos. A revelação do gel foi 

realizada com solução de hidróxido de sódio e formaldeído (4,5 gramas de hidróxido de 

sódio, 400 mL de formaldeído, 150 mL de água ultra-pura) por um período de 5 a 7 
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minutos. Para bloquear a revelação utilizou-se solução fixadora descrita anteriormente. 

O gel foi envolvido em papel celofane e mantido em temperatura ambiente (Figura 3). 

 

         M          1      2    3     4    5     

 

 

Figura 3. Gel de poliacrilamida 7.5% apresentando os padrões de migração 

eletroforética dos produtos de amplificação do gene KiSS-1 após a técnica de SSCP 

(Coluna M: marcador de peso molecular 100 pb; colunas 1, 3, 4 e 5: padrão usual - 

genótipo AA e coluna 2: padrão não usual – genótipo AG). 

 

b.4.2) Seqüenciamento automático do gene KiSS-1 

Após a análise pela técnica de SSCP, os diferentes padrões de migração 

eletroforética observados foram submetidos ao seqüenciamento automático. 

Aproximadamente 19,6 ng/µL (em uma proporçãdo de ng/µL) do produto de 

amplificação do gene KiSS-1 foi submetido a uma reação de amplificação para o 
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seqüenciamento das cadeias sense e antisense. Foram utilizados 2 µL de Big Dye 

Terminator e 1 µL de cada primer em reações separadas. 

A reação de amplificação para seqüenciamento compreendeu uma primeira etapa 

de 2 segundos a 96°C para desnaturação da cadeia de DNA e 25 ciclos de 10 segundos a 

96°C, 5 segundos para anelamento dos primers em temperatura de 50°C e 4 minutos a 

60°C para extensão das cadeias. 

As amostras amplificadas foram precipitadas com 100 µL de etanol absoluto 

gelado, 5 µL de acetato de potássio (KOAc) 3M e 30 µL de água, homogeneizadas 

aproximadamente 30 vezes por inversão e incubadas por 15 minutos à temperatura 

ambiente. Em seguida, foram centrifugadas por 30 minutos a 3200 rpm a 4°C e o 

sobrenadante foi descartado. Posteriormente, receberam 200 µL de etanol 70% e 

centrifugadas por 5 minutos a 3200 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foi 

realizada nova adição de etanol 70% e centrifugação. A placa foi, então, invertida, 

centrifugada por 3 minutos a 720 rpm e seca em estufa a 37°C por uma hora. 

Após a precipitação, as amostras receberam 1,5 µL de tampão de corrida 

(formamida e azul dextran) e foram homogeneizadas aproximadamente 25 vezes, 

desnaturadas por 2 minutos a 95°C e mantidas no gelo até o momento de aplicação no 

gel de poliacrilamida 5% do seqüenciador ABI Prism, do Laboratório de Genética 

Humana, da UNESP- São José do Rio Preto. 
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 b.5.  Análise molecular do polimorfismo A→C do gene NINJ1 

b.5.1)  Polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição (RFLP) 

O produto de amplificação de 342 pb foi submetido à restrição enzimática com a 

enzima de restrição Hae III, segundo as instruções do fabricante, para a detecção do 

polimorfismo A→C. A digestão enzimática gera um fragmento de 212 pb derivado do 

alelo A, e fragmentos de 176 pb e 36 pb na presença do alelo C. Fragmentos menores 

também são gerados e não são visualizados no gel. 

Os indivíduos homozigotos (AA) apresentaram, no gel de eletroforese, apenas 

um fragmento de 212 pb, os heterozigotos (AC) apresentam dois fragmentos (212 pb e 

176 pb) e os homozigotos (CC) apresentam um fragmento de 176 pb (Figura 4). 
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>A 
> C 

Figura 4. Digestão com a enzima  Hae III do produto de PCR do gene NINJ 1 

mostrando os dois alelos observados (A com 212 pb e C com 176 pb) e os três 

diferentes genótipos (Linhas 8, 13, 14 heterozigotos AC; linhas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 

12 homozigotos AA e linha 15 homozigoto CC). Na primeira linha do gel, pode-se 

observar o marcador de peso molecular e ao lado da foto o tamanho de cada um destes 

fragmentos.  
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b.5)  Análise molecular do polimorfismo T→A do gene TAX1BP1 

b.5.1) Polimorfismo de comprimento de restrição (PCR-RFLP) 

Para a análise do polimorfismo, o produto amplificado do gene TAX1BP1 foi 

digerido com a enzima de restrição Apo I. A presença do polimorfismo destrói o sítio de 

restrição, não ocorrendo o corte do amplificado de 264 pb. Na ausência do 

polimorfismo, o produto é digerido em dois fragmentos (um fragmento de 205 pb e 

outro fragmento de 59 pb) (Figura 5). 
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             1      2      3      4      5      6      7     8     9    10    11     12   13    14     

> A 264 pb 
> T205 pb 

Figura 5. Gel de eletroforese após digestão com a enzima  Apo I do produto de PCR do 

gene TAX1BP1 mostrando os dois alelos observados (A com 264 pb e T com 205 pb) e 

os três diferentes genótipos (Linha 10, heterozigoto TA; linhas 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 

13 e 14 homozigotos TT e linha 5 homozigoto AA). Na primeira linha do gel, pode-se 

observar o marcador de peso molecular e ao lado da foto o tamanho de cada um destes 

fragmentos.  
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b. 6). Análise molecular do polimorfismo A - G do gene LAD1 

b.6.1) Seqüenciamento automático 

O seqüenciamento automático destas amostras foi realizado em colaboração com 

a Profa. Dra. Élida Benquique Ojopi do Laboratório de Neurociências LIM-27 do 

Departamento de Psiquiatria da Universidade de São Paulo – USP. 

A reação de seqüenciamento foi realizada com o kit BigDye® Terminator 

(Applied Biosystems Inc), segundo as instruções do fabricante. 

Em um tubo de 0,2 mL contendo 5 µL de água ultra-pura autoclavada, 2 µL de 

tampão Save Money (1 mL cloreto de magnésio 50 mM; 2 mL de Tris-HCl 1 M; 7mL 

de água ultra-pura), 1 µL de pré-mix (kit Big DyeTM), foi adicionado 1µL de primer 

sense a 3,2 M e 1µL do produto purificado. A reação foi realizada evitando-se a 

iluminação direta, pois o reagente pré-mix possui os dNTPs marcados com 

fluorescência que degrada quando exposto à luz. A reação foi colada no termociclador 

para realização de 36 ciclos com 3 minutos de desnaturação inicial a 95ºC, 30 segundos 

a 95ºC para desnaturação, 20 segundos a 55ºC para anelamento do primer e 4 minutos a 

60ºC para extensão das cadeias. 

Após a reação de PCR com o kit de seqüenciamento, foi adicionado 80 µL de 

isopropanol 75%. O material foi homogeneizado em vórtex e incubado por 15 minutos 

em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após a incubação, o material foi 

centrifugado por 45 minutos a 3.200 rcf e o sobrenadante foi desprezado. Foi 

adicionado 1500 µL de etanol 70% sobre o pellet formado e, então, o material foi 

centrifugado por 15 minutos a 3.200 rcf. 
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O sobrenadante foi desprezado e o material foi colocado por 15 minutos em 

estufa de secagem a 37ºC. O material foi, então, envolvido em papel alumínio e 

acondicionado em freezer -20ºC para ser ressuspendido em 10 µL de formamida no 

momento do seqüenciamento. A análise foi realizada a partir dos cromatogramas 

reproduzidos pelo seqüenciador automático (Figura 5). 

 

 

 A 

 

 

B 

 

C 

 

 

Figura 6. Cromatogramas apresentando o seqüenciamento automático do gene 

LADININ, as setas indicam o local analisado A: homozigoto AA; B: heterozigoto AG e 

C: homozigoto GG. 
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 c)  Análise estatística 

Para a análise estatística, foram realizadas a análise utilizando-se os programa 

computacionais Minitab/Windows - Versão 12.22, GraphPad InStat – versão 3.0, Bio 

Estat versão 3.0 e Stats Directs versão 16.17. 

 Os dados demográficos foram tabulados por estatística descritiva e comparados 

pelo Teste Exato de Fisher. Este teste também foi utilizado para as análises estatísticas 

da distribuição genotípica e alélica dos polimorfismos. O equilíbrio de Hardy-Weinberg 

(HWE) foi realizado pelo teste do qui-quadrado.  

Os modelos de regressão logística múltipla foram utilizados para determinar o 

efeito das variáveis analisadas em câncer de cabeça e pescoço. Os modelos incluíram 

idade (referência: < mediana entre os dois grupos), gênero (referência: feminino), hábito 

tabagista (referência: não fumantes) e hábito etilista (referência: não etilistas). 

As características clínico-patológicas também foram analisadas por regressão 

logística múltipla. A classificação T foi dividida em tumores com pequena extensão 

(T1,T2) e com grande extensão (T3, T4). A classificação N foi dicotomizada em 

compromento de linfonodos negativo (N0), e positivo (N1, N2, N3). Os estádios foram 

divididos em precoce (estádios I, II) e categoria avançada da doença (III e IV). 

Os resultados foram apresentados em odds ratio (OR) e intervalo de confiança 

de 95% (IC – 95%). O nível de significância foi estabelecido em 5% (p=0,05). 

O método de Kaplan-Meier foi aplicado para avaliar as diferentes taxas de 

sobrevida e recorrência da doença entre os diferentes genótipos e o teste Log-Rank para 

medir estas diferenças entre os genótipos. Para a análise de sobrevida foram 

considerados como ponto final da análise (end point) o período compreendido entre o 
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diagnóstico da doença e o óbito, e para a análise da recorrência, o end point foi o 

diagnóstico de recidiva. 
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