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Interleukin-13 gene polymorphisms at -1055 C/T and +2044 G/A 
positions in patients with squamous cell carcinoma of head and neck

O carcinoma espinocelular (CEC) é a neoplasia mais comum do trato aerodigestivo superior. A 
interleucina-13 (IL-13) é uma citocina imunorreguladora com polimorfismos relatados para seu gene 
associados com a mesma doença, especialmente asma e alergia. O presente estudo investigou se os 
polimorfismos do gene da IL-13 (posições 1055C/T no gene promotor da 1L-13 e +2044G/T exon 4) 
podem distinguir os pacientes com CEC de cabeça e pescoço de controles saudáveis. Método: O 
estudo analisou pacientes com CEC de cabeça e pescoço (n = 137) pareados por idade e sexo com 
um grupo de controles saudáveis (n = 127). A genotipagem do polimorfismo do gene da IL-13 foi 
executada pelo método de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição baseado em 
reação em cadeia da polimerase. Resultados: Não foram identificadas diferenças estatisticamente 
significativas nas frequências dos genótipos e alelos entre pacientes e controles em ambas as posições 
(p = 0,16). Além disso, não foi observada associação entre os genótipos investigados e outros fatores 
prognósticos, como idade, sexo, localização do tumor primário, tamanho do tumor e tabagismo. 
Conclusão: O presente estudo sugere que não há associação entre os polimorfismos do gene da IL-13 
(nas posições -1055C/T e +2044GI A) e suscetibilidade dos pacientes a CEC de cabeça e pescoço.
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Abstract

Squamous cell carcinoma (SCC) is the most common malignancy that involves the upper aerodi-
gestive tract. Interleukin-13 (IL-13) is an immunoregulatory cytokine that has been reported to have 
some polymorphisms in it gene associated with same disease especially asthma and allergy. The 
present study aimed to investigate whether the polymorphisms of IL-13 gene (at positions of 1055C/T 
in the promoter of1L-13 gene and +2044G/T exon-4) differ in patients with head and neck SCC from 
healthy controls. Methods: This study was investigated in patient with head and neck SCC (n = 
137) and age- and sex-matched healthy controls (n = 127). Genotyping of IL-13 gene polymorphism 
was performed using polymerase chain reaction-based restriction fragment length polymorphism 
method. Results: No statistically significant differences were found in the frequencies of genotypes 
and alleles between patients and control group at both sites (p = 0.16). In addition, no association 
was observed between investigated genotypes and other potential prognostic factors such as age, 
sex, primary tumor site, tumor size and smoking. Conclusion: This study suggests that there is no 
association between IL-13 gene polymorphisms (at position -1055C/T and +2044GI A) and suscep-
tibility of the patients to SCC of head and neck.
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INTRODUÇÃO

O câncer é uma complexa afecção genética deri-
vada do acúmulo de uma série de alterações genéticas. 
O carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (CEC-
CP) é a neoplasia mais comum do trato aerodigestivo 
e representa mais de 90% dos tumores malignos dessa 
região, com 500 mil novos casos em nível mundial1. 
Trata-se da quinta principal causa de incidência de 
câncer e, apesar da melhora dos tratamentos conven-
cionais, é ainda a sexta causa de óbitos relacionados 
ao câncer. A sobrevida dos pacientes com CECCP tem 
permanecido em níveis desanimadores nos últimos 30 
anos2. O CECCP acomete mais homens que mulheres 
e os mais importantes fatores de risco independentes 
são tabagismo e etilismo1, ainda que suscetibilidade 
(fatores imunológicos e idade), fatores ambientais e 
ocupacionais também possam ter peso. A predispo-
sição genética a CEC é bem reconhecida. Deleções, 
desequilíbrios alélicos ou perda de heterozigose no 
braço curto do cromossomo 3 foram associados a 
comportamento biológico mais agressivo3. O CEC de 
cabeça e pescoço está associado à produção de cito-
cinas pró-inflamatórias e pró-angiogênicas. A análise 
in vitro de linhagens celulares derivadas de CECCP 
e estudos in situ do microambiente local de tumores 
de cabeça e pescoço demonstram que os tumores de 
cabeça e pescoço expressam uma série de fatores de 
crescimento autócrinos e parácrinos e citocinas4.

O gene humano da IL-13 está localizado junta-
mente com o gene da IL-4 num fragmento de 15 kb no 
cromossomo 5q315. IL-4 e IL-13 compartilham muitas 
(mas não todas) funções. A triagem de variação desses 
genes já foi executada à exaustão e vários polimorfis-
mos de nucleotídeo único (SNPs) foram identificados, 
demonstrando que sua importância funcional está 
fortemente associada a doenças imunológicas. Recen-
temente, seis novos polimorfismos foram descritos para 
o locus da IL-13 incluindo um polimorfismo no exon 
4 (+2044G/A), levando à substituição de um amino-
ácido na posição 130 (Arg130Gln), a forma Gln está 
associada a elevações nos níveis plasmáticos de IgE em 
populações americanas e alemãs6. Outro polimorfismo 
está localizado na região do promotor do gene da IL-
13 (-1055 C/T) e altera a regulação de produção de 
IL-13 e aumenta a ligação de proteínas nucleares7. O 
presente estudo pretendeu investigar a associação de 
polimorfismos do gene da IL-13 (nas posições 1055C/T 
no promotor do gene da IL-13 e +2044G/T no exon 4) 
em pacientes com CECCP.

MÉTODO

Cento e trinta e sete pacientes (idade média 57,7 
anos) com CEC de cabeça e pescoço (115 homens e 
22 mulheres) foram comparados a 127 indivíduos sãos 
pareados por idade e sexo (idade média de 57,1 anos) 
sem histórico de câncer ou doença autoimune presente 
em parentes de primeiro grau. (Tabela 1).

Tabela 1. Características dos pacientes.
Idade Média (anos)

Pacientes com câncer 57,7 (14-81)

Controles saudáveis 57,1 (15-80)

Razão homens/mulheres

Pacientes com câncer 115/22

Controles saudáveis 107/20

Sítio do tumor primário

Laringe 75

Língua 24

Trato nasossinusal 13

Cavidade oral 10

Hipofaringe 6

Lábios 4

Orofaringe 3

Nasofaringe 2

Preparação do DNA
DNA foi extraído de amostras periféricas de 

sangue usando o tradicional método Proteinase-K. O 
DNA foi então preparado à concentração de 300 ng/µl.

Ensaio de genotipagem
A genotipagem em ambas as posições +2044 e 

-1055 da IL13 foi feita usando o método de polimor-
fismo no comprimento de fragmentos de restrição 
baseado em reação em cadeia da polimerase (PCR). 
Para avaliar a posição 1055C/T, as sequências de pri-
mer de 5’-ACTTCTGGGAGTCAGAGCCA-3’ (forward); 
e 5’-TACAGCCATGTCGCCTTTTCCTGCTCTTCCGTC-3’ 
(reverse) foram usadas. O PCR foi executado em um 
volume de 15 µl contendo 75 ng de DNA genômico, 1,5 
mM KCL solução tampão lX, 1,5 mM MgC12, 0,3 mM 
dNTPs, 3 pm cada primer e 1,2 unidade de Taq DNA 
polimerase. O DNA foi primeiramente desnaturado a 
94°C por 5 min, então a temperatura de ciclagem foi 
ajustada para 94°C por 30 segundos no primeiro ciclo 
de desnaturação, 65,5°C por 30 segundos para o ciclo 
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de anelamento, 72°C por 30 segundos para o ciclo de 
extensão, todos repetidos por um total de 30 ciclos, 
seguidos de extensão final a 72°C por 10 min. 5 µl de 
produtos do PCR foram submetidos à eletroforese em 
géis de agarose a 1,5% e visualizados com brometo de 
etídio para documentação dos genes. Digestão enzi-
mática foi executada em volume final de 15 µl usando 
0,5 µl de enzima “Hpy199I”, 1,5 µl de tampão NTB4, 
0,15 µl de tampão BSA, 2,85 µl H20 e 10 µl de produto 
de PCR. As reações foram incubadas a 37°C por duas 
horas. Os tamanhos dos fragmentos correspondentes 
eram: CC = 339, 33 bp, CT = 372, 339, 33 bp e TT = 372 
bp. Finalmente, os produtos de PCR digeridos foram 
submetidos à eletroforese em géis de agarose a 2,7% 
para separar os fragmentos. As condições de ensaio 
para o polimorfismo em +2044G/A foram as seguintes: 
primer forward: 5’-CTTCCGTGAGGACTGAATGAGA-
CGGTC-3’ e primer reverse: 5’-GCAAATAATGATGCT-
TTCGAAGTTTCAGTGGA-3’, cada um foi usado em um 
total de 6 pm por tubo. A enzima de restrição “NlaIV” 
foi usada para digerir o fragmento 236 bp e produzir 
os fragmentos GG = 178, 32, 26 bp, GA = 216, 178, 
32, 26 bp e AA = 216, 26 bp. A temperatura ótima de 
anelamento para este teste foi 62,5°C.

Análise estatística
As frequências de alelos e genótipos e as ca-

racterísticas quantitativas foram comparadas entre 
controles e subtipos de pacientes com o uso dos teste 
do qui quadrado (χ2) e do teste exato de Fisher. Os 
resultados foram tratados com os programas SPSS 15 e 
EPI info (versão 2002) e as associações analisadas para 

Tabela 2. Frequência de alelos e genótipos nas posições -1055C/T e +2044 G/A no gene da IL-13.

Indivíduos -1055C/T +2044G/A

Genótipo CC CT TT Alelo C Alelo T GG GA AA Alelo G Alelo A

Pacientes (n = 137)
86 41 7 211 59 73 56 8 200 72

(62%) 41 (8%) (78%) (22%) (53%) (41%) (6%) (74%) (26%)

Controles (n = 127)
61 48 8 171 67 53 51 13 157 79

(48%) 48 (15%) (72%) (17%) (42%) (41%) (17%) (67%) (33%)

Valor p 0,16 0,1 0,17 0,08

Tabela 3. Distribuição de genótipos nas posições -1055C/T e +2044 G/A do gene da IL-13 em pacientes com CECCP e indivíduos 
saudáveis.

Indivíduos CC + GG CC = GA CC + AA CT + GG CT + GA CT + AA TT + GG TT + GA TT + AA

Pacientes (n = 137)
52 30 3 17 24 3 3 2 2

(38%) (22%) (2%) (13%) (18%) (2%) (2%) (1,5%) (1,5%)

Controles (n = 127)
34 20 4 15 28 6 3 3 3

(27%) (16%) (3%) (12%) (22%) (5%) (2%) (2%) (2%)

Valor p 0,62

ajustes dos diferentes fatores respectivos. Valores de p 
superiores a 0,05 foram considerados sem significância 
estatística.

O presente estudo foi aprovado pela Comissão 
de Ética da instituição.

RESULTADOS

Genótipos e alelos da IL-13, -1055 e +2044
Conforme demonstrado na Tabela 2, a triagem 

dos pacientes para o genótipo da IL-13 e frequência 
dos alelos dos polimorfismos C-l055T e G+2044A não 
revelou diferenças significativas nestes dois genótipos 
e seus alelos em pacientes com CECCP em compara-
ção aos controles saudáveis. Diferentes genótipos em 
ambas as posições também foram comparados dois a 
dois para avaliar suas possíveis combinações. Segundo 
os dados exibidos na Tabela 3, nenhuma ligação foi 
identificada dentre os 137 pacientes e os 127 indivíduos 
no grupo de controle.

Genótipos da IL-13 -1055 e +2044 e fatores predispo-
nentes para CECCP

Os genótipos e alelos colhidos dos dois polimor-
fismos foram investigados de modo a buscar alguma 
possível associação com valores basais dos pacientes, 
como idade e gênero, ou fatores prognósticos/pre-
ditivos, tais como sítio to tumor primário, tamanho 
do tumor e tabagismo. Ainda que CECCP tenha sido 
uniformemente atribuído a cada um desses fatores, 
nenhuma associação foi observada no tocante às duas 
substituições dos polimorfismos.
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DISCUSSÃO

Os genes do câncer geralmente se agrupam em 
oncogenes e genes supressores de tumor. As doenças 
neoplásicas são complexos distúrbios genéticos que 
resultam do desequilíbrio entre a ativação de proto-
-oncogenes e a inativação de genes supressores de 
tumor. O projeto do genoma humano atualmente 
oferece uma oportunidade única para a identificação 
de todas as alterações genéticas associadas ao câncer8. 
Citocinas e os genes relacionados podem direta ou in-
diretamente atuar contra os mecanismos de defesa do 
tumor com mudanças no tipo e qualidade da resposta 
imunológica2. Respostas imunológicas com linfócitos 
T helper ou a ativação de linfócitos T citotóxicos são 
essenciais para combater o tumor. Vários estudos em 
modelos animais e pacientes humanos com câncer re-
velaram que, nesses casos, as respostas convencionais 
de Th1 e a atividade das células CD8+ foram inibidas. 
A tendência das respostas imunológicas antitumorais a 
Th2 leva à supressão das respostas de Th19,l0. Em um 
estudo, a expressão de citocinas Th1 e Th2 foi avaliada 
em células tumorais humanas, revelando o domínio 
das citocinas tipo II em 20 tipos de células tumorais. 
A fuga das células tumorais ao controle imunológico 
pode estar relacionada a esse fenômeno10.

Em outros estudos, os pesquisadores observaram 
que IL-4 e IL-13 podem inibir a regressão tumoral11. 
Em outro estudo, os efeitos da IL-4 e IL-13 humanas 
sobre o crescimento clonal de células de câncer de 
mama foram investigados, relevando que a IL-13 pode 
reduzir o crescimento clonal de células tipo 37. Esses 
estudos concluíram que a IL-13 tem importante papel 
na regulação da atividade antitumoral. Houve vários 
polimorfismos no gene da IL-13. O 1055C/T estava 
localizado na região promotora do gene da IL-13. A 
mudança de nucleotídeo C para T nesse ponto pode 
alterar a ligação e tipo de fator de transcrição e, então, 
alterar a expressão do gene da IL-13. Vários estudos 
revelaram que o polimorfismo -1055C/T estava asso-
ciado a asma alérgica, regulação alterada da produção 
de IL-13 e aumento na ligação de proteínas nucleares12.

Outro importante polimorfismo do gene da IL-
13 é o +2044 G/A, localizado no exon 4, importante 
região para a interação receptor-ligante. A substituição 
de arginina por glutamina (Arg130G1n) leva à criação 
de uma proteína de IL-13 com alta afinidade para 
seu receptor. Isso pode explicar teoricamente muitos 
aspectos do fenótipo alérgico (produção de IgE, se-
creção de muco, inflamação eosinofílica e reação por 

hipersensibilidade)9. Esse alelo foi associado a aumento 
da suscetibilidade a diabetes tipo 1 e DPOC e sua fre-
quência foi baixa em pacientes com artrite idiopática 
juvenil e doença de Graves3. Em nosso estudo, os po-
limorfismos 1055C/T e +2044G/A foram analisados em 
pacientes com CEC de cabeça e pescoço. Um estudo 
foi realizado anteriormente em pacientes com CEC de 
cabeça e pescoço.

Na literatura há poucos estudos analisando a 
associação entre os haplótipos da IL-13 e a suscetibili-
dade a câncer. Faghih et al.13 investigaram a associação 
entre haplótipos da IL-13 e suscetibilidade de mulhe-
res iranianas ao câncer de mama e não identificaram 
diferenças significativas na distribuição de genótipos 
-1512A/C, -1055C/T e +2044G/A ou alelos entre os 
grupos caso e controle. Contudo, os autores sugeri-
ram uma possível associação entre haplótipo CCA do 
gene da IL-13 e suscetibilidade a câncer de mama em 
mulheres iranianas. Em outro estudo, Sameni et al.14 
não identificaram associação com polimorfismos do 
gene da IL-13 (-1055 C/T e +2044 G/A) em pacientes 
iranianos com câncer de pulmão. Pelo que sabemos, 
este é o primeiro estudo que investiga os polimorfismos 
do gene da IL-13 nas posições -1055 C/T e +2044 G/A 
em pacientes com carcinoma espinocelular de cabeça 
e pescoço.

CONCLUSÃO

Os resultados do presente estudo indicam que 
não há associação entre os polimorfismos do gene da 
IL-13 (nas posições -1055C/T e +2044G/A) e susceti-
bilidade em pacientes com CECCP.
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