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RESUMO

Objetivo: O cancer de pele é o mais frequente no Brasil especialmente em Santa Catari-
na. A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina imunossupressora que pode possibilitar a fuga
das células cancerosas do sistema imune, deste modo, polimorfismos no gene da IL-10
tém sido implicados na susceptibilidade e desenvolvimento de neoplasias. Este estudo teve
como objetivo analisar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene da IL-10 e sua associa-
¢do com carcinomas de pele. Métodos: Tratou-se de um estudo caso-controle onde foram
analisadas 90 amostras, sendo o grupo teste composto por 49 tecidos de epiderme com
carcinoma e o grupo controle por 41 raspados de mucosa oral de individuos sadios. A téc-
nica ARMS-PCR foi utilizada para a identificacdo do polimorfismo. Resultados: A frequéncia
alélica para o grupo controle foi de 70% para o alelo A e 30% para o G; no grupo teste obte-
ve-se 44% para o alelo A e 56% para o alelo G. A frequéncia genotipica observada no grupo
controle foi AA (42%), AG (56%) e GG (25), e no grupo teste AA (24%), AG (39%) e GG (37%).
Houve uma diferenca estatistica entre os grupos, tanto para a frequéncia alélica, quanto
para o gendtipo (p<0,05). Conclusao: Observou-se uma maior prevaléncia do alelo G e dos
gendtipos AG e GG no grupo teste, quando comparado com o grupo controle, fator que
poderia ser um adjuvante no desenvolvimento de carcinomas da epiderme. Este resultado
demonstra a importancia da resposta imune no desenvolvimento no processo de transfor-
macao de malignidade.

Descritores: Imunossupressao; Interleucina-10; Polimorfismo; Carcinoma epithelial

ABSTRACT

Objective: Skin cancer is the most common in Brazil especially in Santa Catarina. Inter-
leukin-10 (IL-10) is an immunosuppressive cytokine that can allow the escape of cancer cells
of the immune system, thereby polymorphisms in the IL-10 gene have been implicated in
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susceptibility and the development of malignancies. This study aimed to analyze the fre-
quencies of the alleles and genotypic at position -1082 of the promoter region of IL-10 and its
association with skin carcinomas. Methods: This was a case-control study which analyzed 90
samples, and the test group of 49 skin tissue carcinoma and the control group by 41 scrapin-
gs oral mucosa of healthy individuals. The ARMS-PCR was used to identify the polymorphism.
Results: The allelic frequency for the control group was 70% for the A allele and 30% for G;
in the test group gave 44% to 56% allele A and allele G Genotype frequency observed in the
control group was AA (42%), AG (56%) and GG (25), while in group test was AA (24%), AG (39%)
and GG (37%). There was a statistical difference between groups for both the allelic frequen-
cy, as for genotype (p <0.05). Conclusion: There was a higher prevalence of the G allele and
genotype AG and GG in the test group compared to the control group, a factor that could be
an adjuvant in the development of skin carcinomas. This result demonstrates the importan-

ce of developing immune response in the malignant transformation process.

Keywords: Immunosuppression; Interleukin-10; Polymorphism; Epithelial carcinoma

INTRODUCAO

Em todo o mundo, em especial no Brasil a incidén-
cia de neoplasias epiteliais é alarmante, sendo o tipo
ndo melanoma o mais comum representando 25%
de todos os tumores malignos.®” Em Santa Catarina,
no ano de 2014, foram mais de 25 mil novos casos,
destacando-se o carcinoma basocelular (70%) e o
carcinoma epidermoide (25%).?

A elevada incidéncia de casos remete a investiga¢do
de fatores de risco que podem ser determinantes
para a génese das lesdes de pele. Histéria familiar
e a radiacdo ultravioleta (UV) facilitam mutacées gé-
nicas e exercem efeito supressor no sistema imune
cutaneo, sendo evidentes na etiologia, assim como
fatores genéticos e a resposta imune do hospedeiro
que sao fatores determinantes no processo de de-
senvolvimento neoplasico.t4

As citocinas sdo moléculas importantes na defesa do
organismo e sdo parte constituinte do sistema imu-
noloégico. Evidéncias clinicas sugerem uma regulagdo
cruzada entre os diferentes padrées de citocinas na
resposta imune do hospedeiro. Se por um lado, as
citocinas pro-inflamatoérias, como o Interferon-gama
(IFN-y), induzem uma resposta imune efetiva contra
neoplasias, por outro lado, citocinas imunoinibité-
rias, como a Interleucina 10 (IL-10), induzem uma
resposta imune adaptativa, que é eficaz contra an-
tigenos extracelulares, entretanto, permissiva ao de-
senvolvimento de tumores.®

A IL-10 estd implicada na imunidade, inflamagdo e
organizacao celular, sendo proposta como impor-
tante na biologia do cancer. Como resultado da sua
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capacidade de inibir varios fendmenos fundamen-
tais a uma resposta imune adaptativa, varios autores
sustentam a hipotese de que a IL-10 é uma molécula
imunossupressora secretada por tumores para per-
mitir que as células malignas escapem da vigilancia
da imunidade.®”

Ainibicao ou promocgdo de tumor pela IL-10 pode ser
explicado pelo fato de que, em geral, a IL-10 protege
o hospedeiro contra a inflamacdo induzida por toxi-
nas, apos algumas lesdes, mas respostas fisiologica-
mente inadequadas da IL-10, em lesdes sistémicas,
podem tornar o hospedeiro suscetivel a geracdo de
células malignas.®

Segundo Giannini et al.,” niveis aumentados de IL-
10 em pacientes com cancer indicam a ocorréncia de
imunossupressao, tendo em vista que a IL-10 estaria
inibindo a apresentacdo de antigenos, diminuindo a
funcdo das células T citotoxicas, a proliferacdo das
células T e a secregao de citocinas pro-inflamatérias.
O efeito inibidor da IL-10 é um importante fator limi-
tante da durac¢do e do dano patolégico das respostas
inflamatorias e parece favorecer a fuga de células tu-
morais, auxiliando na progressdo neoplasica.("?

AIL-10 favorece o crescimento de tumor in vitro, esti-
mulando a proliferacao das células tumorais e inibin-
do a apoptose. Niveis sistémicos elevados de IL-10
foram confirmados em pacientes que sobreviveram
ao cancer. No entanto, um grande conjunto de evi-
déncias em tumores de diferentes modelos animais
se opde a esta teoria, que mostra que a IL -10 pode
favorecer uma rejei¢do do cancer imuno-mediada.t'?
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Turner et al."® sugerem que cerca de 75% da va-
riacdo na producdo da IL-10 é geneticamente de-
terminada e demonstraram que os Polimorfismos
de Nucleotideo Unico (SNP) da IL-10 estdo situados
na regidao promotora do gene, descritos como fun-
cionais (-1082G/A, -819T/C e - 592A/C). Também foi
observado que pacientes que apresentam o genoti-

po GG tem aumento significativo nos niveis de IL-10
quando comparado ao gendtipo AA.

Frente a estas considerac8es este estudo teve como
finalidade verificar a distribuicao alélica e genotipica
e a associacdo do polimorfismo presente na regido
promotora (-1082) do gene da IL-10 com carcinomas
epiteliais.

METODOS
Delineamento do estudo

Tratou-se de um estudo de caso-controle, onde o
grupo controle foi composto por 41 amostras de
raspados de mucosa oral de voluntarios sem diag-
noéstico de lesdo oral. O grupo teste foi constituido
de 49 amostras provenientes de fracdo de tecido
cirdrgico oriundas de pacientes submetidos a tra-
tamento cirdrgico em decorréncia de carcinoma de
pele independente de serem basocelular ou espino-
celular. Essas amostras foram coletadas por médi-
cos especializados e analisadas por histopatologia.
O protocolo de intervencdo deste estudo foi subme-
tido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade do Oeste de Santa
Catarina, protocolo N° 66616.

Visando melhor uniformizar a amostra, foram es-

tabelecidos critérios de inclusdo e exclusdo. Os de
Inclusdo foram: material bioldgico proveniente de
pecas cirlrgicas com carcinoma de pele de qualquer
forma e localizacao, confirmados por histopatologia;
conservada em formol 10%, material de boa qualida-
de e em bom estado de preserva¢do com tamanho
maior que 3 cm. Os de exclusdo foram: material bio-
l6gico proveniente de pecas cirlrgicas diagnostico
nao confirmado ou de pacientes com tratamentos
prévios (quimioterapia e/ou radioterapia) e pron-
tuarios de pacientes ndo qualificados, com dados
incompletos e pecas com tamanho inferior a 3 cm.

Foi extraido dos prontuarios dados clinicos dos pa-
cientes como idade, sexo, localizagdo da lesao e ta-
manho tumoral.

Anadlises laboratoriais

Processamento das amostras e genotipagem do SNP
IL10 (-1082)

Células descamadas da mucosa oral foram coletadas
com auxilio de swab estéril,e colocadas em tampao
TE (10mM TrisHCI pH8,5; 1TmM EDTA), permanecen-
do a temperatura de 4°C, enquanto que os fragmen-
tos de tecidos foram conservados em formol 10%
até o momento da extracdo do material genético.

O material de raspado de mucosa oral foi concentra-
do por meio de centrifugacao e o sedimento utiliza-
do para a extracdo de DNA. Esta, baseou-se no uso
de proteinase K, SDS 20% e B-Mercaptoetanol para
lise celular, NaCl (4M) para separacao entre material
genético e proteinas e a precipitagdo do DNA com al-
cool absoluto gelado. Por fim, o DNA foi ressuspendi-
do em 30pL de agua MilliQ®."

A partir dos cortes de tecido de epiderme com carci-
noma, foi utilizado cerca de 2-4 cm? para a extra¢ao
de DNA. Seguindo o protocolo por dilui¢cdo (diluition
protocol) do kit de purificacdo de DNA F-150BID -
ThermoScientific®, o tecido foi fracionado, posto em
um tubo com 50pL de Buffer Diluition, 1,5pL de DNA-
ReleaseAdditive e 50pL de TE, pH 8.

Sendo incubado a 60°C por 1 hora seguido de 98°C
por 10 minutos, centrifugado e o sobrenadante
transferido para outro tubo. Em seguida foi realiza-
da a amplificagdo génica.

Para a analise do alelo e genétipo do gene da IL-10,
foi utilizada a técnica ARMS - PCR (Amplification Re-
fractory Mutation System - Polymerase Chain Reac-
tion) adaptada de Perrey et al."™ A sequéncia dos
primers utilizados na reacao de PCR foram:
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Genérico (reverse)5'-CAGTGCCAACTGAGAATTTGG-3'

Alelo G (forward) 5-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3'
Alelo A (forward) 5-ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3'

O tamanho do produto amplificado corresponde a 258 pb.

Duas reag¢des para cada amostra foram produzidas,
uma para o alelo A e outra para o alelo G, sendo
constituidas de: 10pl Phusion Human Specimen PCR
Buffer 0.4pl de cada primer (reverse e forward A para
amplificacdo do alelo selvagem, reverse e forward G

para alelo mutante), 0.4pl de Taq Polimerase Phusion,
agua MilliQ® até completar 19,2ul de solugdo e por
fim 0,8 pl de amostra. Seguido do programa de ter-
mociclagem de 38 ciclos subsequentes de 98°C por
5seg, seguido de 58°C por 15seg e 72°C por 20seg.
Apbs aplicar o DNA no gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio, a separacao eletroforética foi rea-
lizada a 140 v por 23 minutos. Em seguida, a visualiza-
cao de bandas de DNA foi possivel expondo o gel de
agarose a luz UV, no transluminador.

Todas as amostras, tanto teste quanto controle, fo-
ram submetidas a detec¢do do gene da - Actina ®
por PCR, a fim de validar a extracdo de DNA.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em percentuais. A
associacao entre a presenca do alelo G (mutante) do
SNP (-1082) no gene da IL-10 e o risco de desenvolver
lesGes carcinogénicas na epiderme e para analisar

possiveis variacdes alélicas foram testados usando
Qui-Quadrado (x2). Foram considerados significa-
tivos os valores de p<0.05. A analise dos dados foi
realizada utilizando o software SPSS (versao 19.0).

RESULTADOS

As caracteristicas clinico-patolégicas do Grupo Con-
trole sdo apresentadas na tabela 1. A frequéncia alé-
lica e genotipica do polimorfismo da posicao -1082
da regido promotora da IL-10, sdo apresentados nas
figuras 1, 2 e 3. Como mostra a figura 2, a frequén-
cia alélica para o grupo controle foi de 70% do alelo
A e 30% do alelo G, nos pacientes com carcinoma
(Grupo Teste) a frequéncia foi de 44% para o alelo
A e 56% para o alelo G. A frequéncia genotipica nas

amostras controle foi de AA 42%, AG 56 % e GG 2%,
enquanto que no grupo teste foi de AA 24%, AG 39%
e GG 37% (Figura 3). Houve diferenca significativa
entre os grupos estudados, tanto para a frequéncia
alélica quanto para a genotipica (p<0,001). Ndo fo-
ram observadas diferencas nas frequéncias alélicas
e genotipicas quando comparado os carcinomas ba-
socelular e espinocelular (p=0,30) e nem em rela¢ao
ao sexo (p=0,56).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e patolégicas do grupo teste

Dados N (49) %

Idade (anos) 63,6+13,0

Sexo Masculino 24 48,9
Feminino 25 51,1

Tamanho tumoral >3cm 29 59,1
<3cm 20 40,9

Localizagao Membros superiores 12 24,5
Membros inferiores 16 32,6
Cabeca e pescoco 14 28,5
Tronco 7 14,4

Tipo de carcinoma Basocelular 29 59,1
Espinocelular 20 40,9

Os dados sdo expressos em média+DP ou %.
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Figura 1.

Genotipagem da regido (-1082) da IL-10por ARMS-PCR em gel de agarose 2% que distingue os genotipos AA, AG, GG.
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Figura 2. Distribuicdo alélica do polimorfismo (-1082) da IL-10 na populagdo estudada. Qui-Quadrado teste p=0,001
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Figura 3. Distribuicdo genotipica do polimorfismo (-1082) da IL-10 na populacdo estudada. Qui-Quadrado teste p=0,001
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DISCUSSAO

Varios estudos tém avaliado a influéncia de fatores
genéticos e a producgado de citocinas no desenvolvi-
mento de lesdes malignas,(”'9 visto que, as citocinas
desempenham um papel fundamental na resposta
no sistema imune.®” Desse modo, com o intuito de
verificar a possibilidade da inibicdo da resposta imu-
ne do hospedeiro contra agentes neoplasicos, de-
corrente da expressdo diferenciada do gene da IL-10
(-1082), este estudo se propds avaliar as frequéncias
alélicas e genotipicas do gene desta citocina em car-
cinomas basocelular e espinocelular.

Estudos encontraram uma correlacao entre o SNP IL-
10 (-1082) e carcinomas cutaneos em poés-transplan-
tados, e que danos no DNA de células da epiderme,
induzidos por raios UV, desencadeiam um aumento
na producdo de IL-10. Estes fatores contribuiriam
para uma transformagdo nos queratinécitos, pos-
sivelmente diminuindo sua capacidade de sintese
protéica, que esta fortemente relacionada ao desen-
volvimento de uma camada epitelial protetora.©@'22
Os fatores genéticos do individuo também apresen-
tam uma importancia vital na patogénese de certas
doencas, dentre ela os carcinomas, por afetarem a
expressao dos niveis de citocinas e quimiocinas.®)

No presente estudo foi observada uma diferenca
significativa em relacao a frequéncia do SNP IL-10
(-1082) entre as amostras controle e com carcinomas
epitelial. Houve uma maior prevaléncia do alelo G e
genotipos AG, GG nas amostras neopldsicas tanto
basocelular, quanto espinocelular, enquanto que nas
amostras controle houve um maior predominio do ge-
noétipo AA. Estes resultados sugerem que tecidos com
carcinomas basocelular e espinocelular de epiderme
portadores de pelo menos um alelo G poderiam ter
um aumento producado de IL-10, o que poderia con-
tribuir para o processo de malignidade, uma vez que
esta citocina que é crucial na regulacdo imune, equili-
brando respostas inflamatdérias e humoral.(®

Alamartine et al.,?” encontraram grande secrec¢do de
IL-10 em pacientes com carcinoma cutaneo escamo-
so. Foi demonstrado, in vitro, que o tratamento com
IL-10 em células de melanoma e linfoma pode con-
ferir uma resisténcia ao tumor, por meio da diminui-
¢do da expressao de moléculas de HLA classe | e que
a producdo basal de IL-10 impede que linfocitos infil-
trantes do tumor facam a lise de células malignas.®

A IL-10 foi detectada em células do sobrenadante
da cultura de carcinoma basocelular e escamoso
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em comparag¢do com tumores benignos. Esses da-
dos reforcam a idéia de que a produgado da IL-10,
em ambiente tumoral, pode proporcionar um me-
canismo de evasao a resposta imune local mediada
por células T.@¥

Outros dados corroboram com estes resultados,
pois demonstram a associa¢do do SNP IL-10 (-1082)
com diversos tipos de cancer, como o cancer gastri-
€o,® progressao do cancer de mama em diferentes
populacdes étnicas,®® desenvolvimento do cancer
de colo ® e linfoma®), evidenciando que a frequén-
cia do alelo G na posi¢ao -1082 do gene da IL-10
pode ser um fator de risco para o desenvolvimento
de carcinomas e que esta avaliacdo poderia servir
como um marcador genético de susceptibilidade ao
cancer.®

No entanto, esta questdo ainda carece de esclareci-
mentos, pois 0 gendtipo homozigoto AA do gene da
IL-10 na regido promotora -1082, relacionado a baixa
expressdo da citocina, foi associado com varios tipos
tumorais, incluindo avancados melanomas cuta-
neos,?® cancer de mama® e cancer de proéstata,?
enquanto que a expressao elevada da IL-10 propor-
cionada pelo gendtipo GG também apresentou cor-
relagdo com alguns tipos de cancer.®?

As associa¢des deste polimorfismo com doencgas in-
fecciosas ou inflamatérias indicam que as varia¢des
genéticas no locus da IL-10 pode ser funcionalmente
relevante in vivo, este fato levanta a hip6tese de que
a susceptibilidade e curso clinico de desordens nas
quais a ativacdo imune desempenha um papel pa-
togénico importante pode estar relacionado com o
controle genético de IL-10.@7

A auséncia de dosagens de IL-10 tanto no soro, quan-
to nos tecidos analisados é uma limitagdo a ser con-
siderada neste estudo, uma vez que esta dosagem
teria um grande significado clinico e permitiria fazer
a comparacao entre os niveis séricos e teciduais en-
tre as amostras de controles e dos tecidos carcinogé-
nicos epiteliais. No entanto, destacamos a importan-
cia destes dados, que é a possibilidade de avaliacao
do SNP IL10 (-1082) em amostras conservadas por
longos periodos em formol 10%. E importante sa-
lientar que estudos enfatizando, especifica e dire-
tamente, o polimorfismo abordado correlacionado
com fragmentos de carcinomas de pele conservados
em formol ndo sdo encontrados na literatura até o
presente momento.
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A pesquisa de polimorfismos envolvendo genes de
citocinas podem servir como marcadores para a
identificacdo de lesdes com maior predisposicdo ao
desenvolvimento de malignidade. A observacao do
predominio do alelo G, em pacientes com carcinoma
basocelular e espinocelular de epiderme, auxilia na
elucidagdo do desenvolvimento e evolu¢do da doen-
¢a e podera incentivar e direcionar novas aborda-
gens terapéuticas diferenciadas.

Ressalta-se que as analises alélicas e genotipicas
determinam a expressao do gene, contudo diversos

fatores podem alterar os processos de transducdo e
traducao, diante disso, este estudo permite formular
uma hipoétese relativa a acdo imunossupressora da
IL-10 e, sugerir que o polimorfismo da IL-10 (-1082)
e possivelmente o aumento da expressao tecidual
desta citocina poderia estar interligado ao desen-
volvimento de cancer de pele nao-melanoma, no
entanto, é de fundamental importancia que mais in-
vestigacGes a cerca do polimorfismo da IL-10 (-1082)
sejam realizadas para elucidar os mecanismos exa-
tos em carcinomas basocelular e espinocelular.
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