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RESUMO

O Papiloma Virus Humano (HPV) é considerada a Infec¢do Sexualmente Transmissivel (IST)
mais comum do mundo. Esta infec¢do representa um significante problema de saude publica
global, devido ao seu potencial etiol6gico no desenvolvimento de diversos tipos de canceres
em humanos, tais como o cancer cervical. Varia¢cbes imunologicas do hospedeiro tém sido
associadas a susceptibilidade a Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC) e ao cancer cervical.
Estas variaces imunologicas podem ser atribuidas a Polimorfismos de Nucleotideos Simples
(SNPs) presentes nos genes das citocinas. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia de polimorfismos presentes nos genes TNFA (-308G>A) e IL-10 (-
819C>T) na susceptibilidade ao cancer cervical em mulheres infectadas pelo HPV do agreste
alagoano. Trata-se de um estudo do tipo caso controle, envolvendo 45 mulheres
diagnosticadas com céancer cervical e HPV positivo e 93 controles clinicamente saudaveis,
com resultado citopatolégico normal e HPV negativo. A deteccao viral foi realizada através
da amplificacdo por nested Reagcdo em Cadeia da Polimerase (nPCR) utilizando os primers
MYQ09/MY11 e GP5+/GP6+ da regido L1 do HPV. A anélise dos polimorfismos foi realizada
pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real usando sondas
TagMan, através do método de discriminacéo alélica. Os resultados mostraram que o genétipo
-819C/T no modelo codominante (p=0,035; OR com 95% CI = 2.52 [1.07-5.97]) e os
gendtipos -819C/T+TT no modelo dominante (p=0,037; OR com 95% CI = 2.41 [1.06-5.50])
do SNP IL-10 -819C>T foram associados com o aumento do risco para desenvolver cancer
cervical em mulheres infectadas pelo HPV. Na meta-anéalise, o0 SNP IL-10 -819C>T mostrou
um resultado similar a da populagdo alagoana, onde os genoétipos -819C/T+TT no modelo
dominante foram identificados como fator de risco para o desenvolvimento de Lesdo
Intraepitelial Escamosa (SIL) na infecc¢do pelo HPV (p=0,01; OR com 95% CI = 1.76 [1.13-
2.74]). Néo houve associacdo significativa entre SNP TNFA -308G>A e cancer cervical na
populacdo de Alagoas. Entretanto, na meta-andlise, realizada com outras populagdes, o
gendtipo -308G/G no modelo codominante foi associado com efeito protetor para o cancer
cervical (p=0,0009; OR com 95% CI = 0.79 [0.69-0.91]). Enquanto que 0s gendtipos
G/A+A/A no modelo dominante foram associados ao aumento do risco para SIL na infeccdo
pelo HPV (p=0,04; OR com 95% CI = 1.69 [1.01-2.82]). Em conclusdo, os carreadores do
alelo T no SNP IL-10 -819C>T mostraram aumentar o risco para o cancer cervical na
populacdo de Alagoas, Brasil, e que foi corroborado com o resultado da meta-anélise de
outras populacbes. O SNP TNFA -308G>A ndo foi associado com o cancer cervical na
populacdo alagoana. No entanto, o gendtipo -308G/G foi associado a protecdo contra o cancer
cervical, e os carreadores do alelo A (-308G/A+A/A) foram associados com o0 aumento do
risco para SIL na infeccdo pelo HPV, na meta-andlise de outras populacdes.

Palavras chaves: Polimorfismo. Citocinas. Cancer cervical. HPV.



ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) is considered the most common Sexually Transmitted Infection
(STI) in the world. This infection represents a significant global public health problem due to
its etiological potential in the development of several types of human cancers, such as cervical
cancer. Immunological variations of the host have been associated with susceptibility to
Cervical Intraepithelial Neoplasms (NIC) and cervical cancer. These immunological
variations may be attributed to Simple Nucleotide Polymorphisms (SNPs) present in the
cytokine genes. Therefore, the present study aimed to evaluate the influence of
polymorphisms present in TNFA (-308G> A) and IL-10 (-819C> T) genes on susceptibility to
cervical cancer in HPV-infected women in the Alagoas, Brazil. This is a case-control study
involving 45 women diagnosed with cervical cancer and HPV positive, and 93 clinically
healthy controls with normal cytopathologic and HPV negative. Viral detection was
performed through nested Polymerase Chain Reaction (nPCR) using the primers
MYQ09/MY11 and GP5+/GP6+ located in L1 region of HPV. Polymorphism analysis was
performed using the real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, using TagMan
probes by the allelic discrimination method. The results showed that the C/T genotype in the
codominant model (p = 0.035, OR with 95% CI = 2.52 [1.07-5.97]) and the -819C/T+TT
genotypes in the dominant model (p = 0.037; % CI = 2.41 [1.06-5.50]) of IL-10-819C>T SNP
were associated with increased risk for developing cervical cancer in HPV-infected women.
In the meta-analysis, the IL-10 -819C>T SNP showed a similar result to that of the Alagoana
population, on what the -819C/T+TT genotypes in the dominant model were identified as a
risk factor for the development of Squamous Intraepithelial Lesion (SIL) in HPV infection (p
= 0.01, OR at 95% CI = 1.76 [1.13-2.74]). There was no significant association between
TNFA -308G>A SNP and cervical cancer in the population of Alagoas. However, in the
meta-analysis, performed with other populations, the genotype -308G/G in the codominant
model was associated with protective effect for cervical cancer (p = 0.0009; OR with 95% CI
= 0.79 [0.69-0.91]) . While the G/A+A/A genotypes in the dominant model were associated
with increased risk for SIL in HPV infection (p = 0.04, OR at 95% CI = 1.69 [1.01-2.82]). In
conclusion, carriers of the T allele in the SNP IL-10-819C>T showed increased risk for
cervical cancer in the population of Alagoas, Brazil, and that was corroborated with the result
meta-analysis of other populations. TNFA -308G>A SNP was no associated with cervical
cancer in the Alagoana population. However, the -308G/G genotype was associated with
protection against cervical cancer, and carriers of the A allele (-308G/A+A/A) were
associated with increased risk for SIL in HPV infection at the meta-analysis of other
populations.

Keywords: Polymorphism. Cytokines. Cervical cancer. HPV.
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1 INTRODUCAO

O Papiloma Virus Humano (HPV) é considerado um significante problema de saude
publica no mundo, devido ao seu potencial etioldgico no desenvolvimento de diversos tipos
de cénceres em humanos, tais como o cancer do colo de Utero, também conhecido como
cancer cervical (WANG et al., 2012). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMYS), a infeccdo pelo HPV é tdo comum que a maioria das pessoas sexualmente ativas
serdo infectadas em algum momento de suas vidas, podendo ser repetidamente infectadas
(WHO FACT SHEET, 2016).

A maioria das infec¢Oes pelo HPV desaparece espontaneamente sem o surgimento de
sinais ou sintomas, e sem a necessidade de intervencgdes clinicas (FARZANEH et al., 2006).
No entanto, uma pequena proporcao das infeccdes pode persistir, e progredir para Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) e Céancer cervical (BRINGHENT]I, 2010).

O cancer cervical € considerado o quarto tipo de cancer mais comum entre mulheres.
Estima-se que aproximadamente 528 mil novos casos ocorrem anualmente no mundo, com
cerca de 270 mil destes culminando em mortes (WHO FACT SHEET, 2016). No Brasil,
estima-se 16.370 novos casos de cancer cervical para cada ano do biénio 2018-2019, com
uma estimativa de risco de aproximadamente 15,43 casos/100.000 mulheres (INCA, 2017).

Estudos apontam o tipo do virus, as condi¢cbes ambientais, os cofatores exdgenos e a
resposta imuno/genética do hospedeiro como sendo as variaveis envolvidas no aumento para
o risco do cancer cervical (CASTELLSAGUE; BOSCH; MUNOZ, 2002; LI et al., 2016;
SHRESTA et al., 2004; WANG et al.,, 2012). Vérias citocinas desempenham um papel
importante na modulacdo da resposta imune contra a infeccdo pelo HPV, e sendo relatadas
por muitos estudos como possiveis moléculas responsaveis pela progressao da lesdo cervical
(BAHLS et al., 2017; HAZELBAG et al., 2001). Estudos tém demonstrado uma desregulacédo
nos niveis de produgdo de citocinas em NIC e cancer cervical (PARADKAR et al., 2014;
TORRES-POVEDA et al., 2016). Esta desregulacdo pode ser relacionada a Polimorfismos de
Nucleotideo Simples (SNPs) em genes de citocinas (PARADKAR et al., 2014). Os SNPs
localizados principalmente nas regides regulatorias (promotores) podem alterar a atividade
transcricional do gene, levando assim a um aumento ou diminuicdo da expressdo génica
(ESKDALE et al., 1997). Portanto, estes SNPs podem ser candidatos a biomarcadores de
susceptibilidade a NIC e ao cancer cervical.

Véarios SNPs em genes de citocinas tém sido associado a infec¢do persistente e o
desenvolvimento de NIC e do carcinoma cervical (BARBISAN et al., 2012; CONG et al.,
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2015; FARZANEH et al.,, 2006; MARANGON et al., 2013). Entretanto, os resultados
apresentam contradi¢Ges na literatura, indicando que o papel destes SNPs na susceptibilidade
a doengas cervicais ainda ndo tem sido totalmente elucidado. Mediante ao exposto, 0 presente
estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de polimorfismos presentes nos genes Tumor
Necrosis Factor (TNFA) -308G>A (rs1800629), Interleukin-10 (IL-10) -819C>T (rs1800871),
na susceptibilidade ao cancer cervical em mulheres infectadas por HPV do agreste alagoano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Contexto histérico

Os primeiros relatos de lesdes condilomatosas foram descritos na Grécia e Roma
antiga, onde pela primeira vez foi considerada a hipdtese destas verrugas genitais estarem
associadas ao comportamento sexual promiscuo (BURNS, 1992). Em 1842, o Dr. Rigoni-
Stern foi o primeiro a observar uma associagdo entre o cancer cervical e 0 comportamento
sexual, considerando em sua andlise que o cancer cervical foi desproporcionalmente alto em
prostitutas e mulheres casadas quando comparado a mulheres que ndo tinham iniciado a
atividade sexual. Esta observagdo levou o fisico italiano a pensar que o carcinoma cervical
estaria sendo de alguma forma transmitido sexualmente (ROWSON; MAHY, 1967).

Em 1933, o Dr. Richard Shope publicou pela primeira vez a identificacdo do
Papilomavirus no tecido verrugoso na pele de coelhos, o qual ficou conhecido como Shope
Papilomavirus (SHOPE; HURST, 1933). Dois anos depois, 0 Dr. Rous demonstrou em seu
estudo que a transmissao do Shope Papilomavirus apresentava um alto potencial neoplasico
em coelhos domésticos (ROUS; BEARD, 1935). Desde entdo, o Papilomavirus passou a ser
considerado um agente infeccioso comum entre os mamiferos. Com o avanco da tecnologia e
0 surgimento da microscopia eletronica, em 1949, foram relatadas as primeiras observac6es
de particulas virais em humano, ficando conhecido como Papilomavirus Humano (HPV)
(STRAUSS et al., 1949).

Durante décadas, muitos pesquisadores buscaram entender, sem sucesso, qual o
principal agente causador do cancer do colo do Utero, doenca até entdo conhecida pela sua
correlacdo com comportamento sexual. Apenas em 1972 surgiu as primeiras tentativas de
estabelecer uma correlacdo entre o Papilomavirus e o cancer do colo do utero, baseado em
relatos médicos publicados que tinham como principio a conversdo de condiloma acuminado
(verrugas genitais) em carcinoma de células escamosas (HARARI; CHEN; BURK, 2014).
Esta hipétese foi publicada em 1974 pelo pesquisador Harald zur Hausen, e forneceu
evidéncias de que o cancer do colo do Utero poderia se desenvolver a partir de infeccbes
presentes em condiloma acuminado (HAUSEN, 1974). Em 1977, Huasen concluiu em uma
publicacdo que o HPV apresentava um importante papel no desenvolvimento do cancer do
colo uterino (ZUR HAUSEN, 1977). Esta descoberta foi reconhecida com o Prémio Nobel de
medicina em 2009 (ZUR HAUSEN, 2009).

Apesar das evidéncias encontradas por Hausen na década de 1970, suas publicagdes

geraram resisténcia na epoca, devido a publicacdo anterior em que 0 pesquisador néo
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encontrou associacdo entre DNA do virus Herpes simplex e biopsia de cancer cervical
(HAUSEN, 1975). Entretanto, a partir da década de 1980, o advento de novas tecnologias
moleculares, como a clonagem, replicacdo e sequenciamento de DNA, possibilitou o
isolamento de alguns tipos de HPVs, principalmente o HPV16 e HPV18, em biopsia de
carcinoma cervical (BOSHART et al., 1984; DURST, M, GISSMANN, L., IKENBERG, H.
& ZUR HAUSEN, 1983). Estes resultados refor¢caram o interesse dos pesquisadores da época
em investigar o papel etiolégico do virus na carcinogénese do colo uterino. Com isto,
surgiram varios estudos epidemioldgicos que comprovaram uma prevaléncia >90% das
infeccbes pelo HPV em carcinoma cervical, o que conduziu ao surgimento da tese
mundialmente aceita de que o “HPV ¢ um fator necessario para o desenvolvimento do cancer
cervical” (BOSCH et al., 1995; WALBOOMERS et al., 1999).

Na década de 2000 surgiram novos estudos que constataram que apenas uma fracao
das mulheres portadoras do HPV desenvolviam lesbes pre-cancerigenas e cancer cervical,
colocando em evidéncia a etiologia viral da doenca, e concluindo-se que a infecgéo pelo HPV
é um fator necessario, mas nao suficiente para o desenvolvimento do carcinoma do colo
uterino (BOSCH et al., 2002; TROTTIER; FRANCO, 2006a). Portanto, estudos recentes tém
investigado outros fatores em conjunto com a infeccdo por HPV, na tentativa de elucidar a
susceptibilidade do hospedeiro a lesbes pré-cancerigenas e cancer cervical. A historia do HPV

e cancer cervical estdo compilados na figura 1.

Figura 1 - Histdria do HPV, cancer cervical e avangos tecnoldgicos
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2.2 Epidemiologia

Atualmente o HPV € considerado a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) mais
comum no mundo. De acordo com a OMS, a maioria das pessoas sexualmente ativas serd
infectada em algum momento de suas vidas, podendo ser repetidamente infectadas (WHO
FACT SHEET, 2016). Esta infeccdo consiste em um problema de salde publica significante,
devido ao seu potencial etiolégico no desenvolvimento de diversos tipos de cancer em
humanos, como o cancer do colo uterino, vagina, vulva, anal, pénis e de cabeca e pescogo
(BRANNEY et al.,, 2014; DESHMUKH et al., 2017; DIMOPOULOS et al., 2012;
LAWRENCE et al., 2015; WANG et al., 2011). Dentre estes, o cancer do colo uterino é o
mais prevalente, e o quarto tipo de cancer mais comum em mulheres. Segundo a OMS, a
prevaléncia de infeccdo pelo HPV em 2012 foi de aproximadamente 630 milhdes de casos,
sendo 190 milhdes clinicamente aparentes, conduzindo a 528 mil novos casos de cancer
cervical, e destes, aproximadamente 266 mil culminaram em ébitos (Figura 1) (GLOBOCAN,
2012).

Na Ameérica, a estimativa é de aproximadamente 92 mil casos e 38 mil mortes por ano,
configurando um significante prejuizo aos cofres publicos, com uma previsdo para ser
potencialmente superior a US$ 3,6 bilhdes (PAHO, 2010). Em 2012, a Organizacdo
Panamerica de Saude (OPS) apresentou uma estimativa de 36 mil mortes por cancer cervical,
sendo 80% destas de ocorréncia na America Latina e paises Caribenhos (PAHO, 2015). Se
essas tendéncias de mortes permanecerem ao longo dos anos, o numero de mortes nas
Ameéricas deverd aumentar cerca de 45% até 2030 (XAVIER BOSCH, 2016).

No Brasil, o cancer cervical ¢ um importante problema de salde publica, sendo
considerado o segundo tipo de cancer mais frequente entre mulheres no pais, com uma
estimativa de 16.370 novos casos para cada ano do biénio 2018-2019, e uma taxa de
incidéncia de 15,44 casos/100.000 mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA; SILVA, 2017). Desconsiderando os tumores de pele n&o
melanoma, o cancer do colo uterino € o tipo de céncer mais incidente na regido Norte
(25,62/100 mil). Nas Regides Nordeste (20,47/100 mil) e Centro-Oeste (18,32/100 mil)
apresentam segunda maior incidéncia; enquanto, nas regides nas Regides Sul (14,07/100 mil)
e Sudeste (9,97/100 mil) aparecem como o quarto mais incidente (INCA, 2017).

No nordeste do Brasil, o estado de Alagoas possui a maior estimativa de incidéncias
para 0 ano de 2018, com 31,90/100 mil habitantes, sequido do Maranhdo (30,55/100 mil) e
Piaui (26,19/100 mil) (INCA, 2017).
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2.3 Papiloma virus Humano
2.3.1 Transmisséo

A transmissdo do HPV pode ocorrer principalmente de trés formas, através do contato
sexual, ndo sexual e materno fetal (AULT, 2006; RUFFIN IV et al., 2006). A transmissdo
sexual acontece pelo contato direto de pele com pele, durante o sexo oral, vaginal ou anal
(MEDEIROS et al, 2005). De acordo com alguns autores, a transmissdo €
predominantemente pelo ato sexual, devido a teoria de que a maioria das mulheres s&o
infectadas pelo HPV apds o inicio da atividade sexual (CASTELLSAGUE et al., 2002;
WIDDICE et al., 2013). Segundo estudos epidemioldgicos, o principal fator de risco para
adquirir a infeccdo pelo HPV esta relacionado com comportamento sexual, como, idade da
primeira relagdo sexual, nimero de parceiros sexuais, historico de ISTs, e 0 ndo uso de
preservativo (SELLORS et al.,, 2000; TROTTIER; FRANCO, 2006b). Embora raros, 0s
eventos de transmissdo pelas vias ndo sexuais podem ocorrer através de fémites (sabonetes,
toalhas, roupas intimas) (SALES, 2014). Além disso, a transmissdo pode ocorrer de mée para
filho durante o parto (RUFFIN IV et al., 2006).

2.3.2 Classificacdo do HPV

O papilomavirus pertence a familia Papillomaviridae, a qual é subdividida em duas
subfamilias: Firstpapillomavirinae (52 géneros) e Secondpapillomavirinae (1 género). Dentro
da subfamilia Firstpapillomavirinae sdo conhecidos cinco géneros que compreendem 0s
papilomavirus que infectam os humanos (HPV): Alphapapillomavirus (14 espécie),
Betapapillomavirus (6 espécie), Gammapapillomavirus (27 espécies), Mupapillomavirus (3
espécies) e Nupapillomavirus (1 espécie) (ICTV, 2017) (Figura 2). Até o momento foram
identificados e descritos mais de 200 gendtipos de HPV, classificados de acordo com a regido
conservada da sequéncia do gene L1 do virus.

O género Alphapapillomavirus é considerado o mais abrangente e de maior impacto
clinico, contendo 14 espécies que inclui 64 tipos de HPVs. Destes aproximadamente 40
infectam a regido anogenital, os quais incluem 15 tipos de HPV considerados de alto risco
(HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) e 11 de baixo risco (HPVs 6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81), sendo assim classificados de acordo com o seu
potencial carcinogénico nesse local. O Betapapillomavirus € o segundo maior género,

caracterizado por infectar principalmente o epitélio cutaneo. Sdo conhecidos mais de 50 tipos
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desse género, no entanto, acredita-se que o numero de representantes seja maior. A infecgédo
pelos tipos de HPVs do grupo Betapapillomavirus esta associada com verrugas cutaneas e 0
desenvolvimento de céancer de pele ndo melanoma, principalmente em pacientes com
epidermodisplasia verruciforme. Os HPVs dos outros trés géneros (Gammapapillomavirus,

Mupapillomavirus e Nupapillomavirus) geralmente causam apenas lesdes benignas.

Figura 2 - Arvore filogenética representando a sequéncia de 118 Papillomaviruses
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Fonte: ICTV, 2012
Nota: A regido filogenética informativa foi o gene L1 do virus.

2.3.3 Estrutura e genoma viral

Os HPVs sdo caracterizados como virus de DNA de fita dupla circular, com uma
dimensdo de aproximadamente 55 nanémetros (nm) de diametro. O capsideo do virion ndo é
envelopado, e possui uma simetria icosaédrica que se arquiteta através de 360 coOpias de
proteinas de capsideo maior (L1) organizadas em 72 capisOmeros pentaméricos, que
possivelmente apresentam uma coOpia de proteina de capsideo menor (L2) no seu centro
(Figura 3A) (CONWAY; MEYERS, 2009; MODIS; TRUS; HARRISON, 2002).

O genoma viral tem aproximadamente 8.000 pares de bases (pb), e sdo associados a
histonas celulares, formando um complexo histona-DNA que se assemelha a cromatina

(Figura 3). A conformacdo gendmica viral pode ser dividida em dois segmentos principais:
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(1) Uma regido aberta de leitura (ORF - do inglés: Open Reading Frame), onde estdo
localizados os genes precoce (E-early) e tardio (L-late); (2) e uma regido regulatoria (Long
Control Region — LCR) (Figura 3B) (GRAHAM, 2017 SANTOS-LOPEZ et al., 2015; VAN
DOORSLAER et al., 2018).

Figura 3 - Estrutura morfoldgica e genémica comum do HPV

55 nm

—_— IRegiéo precoce |

—_— I Regido tardia I

—_— |Regiéo regulatéria (LCR) ]

P I Regido promotora I

A

Legenda: (A) Estrutura tridimensional do capsideo do virion HPV. L1: capsideo maior, L2: capsideo menor.

(B) Genoma comum do virus HPV de aproximadamente 8.000 pares de bases. Genes precoces (em azul), genes
tardios (em vermelho), LCR - regido regulatdria (em roxo), P (regides promotoras).

Fonte: Adaptado de WORLD OF VIRUSES; PLOTKIN, 2009; BURK, 1999.

A regido precoce compreende cerca de 4.000 pb, que codifica as proteinas ndo
estruturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Estas proteinas sdo expressas logo apos a infe¢do do virus
a célula hospedeira, estando envolvidas principalmente nos processos de replicacdo e
transcricdo quando o virus se encontra na forma epissomal (estado em que o DNA viral
permanece circular no nicleo da célula, ndo estando integrado ao DNA gendmico da mesma)
(GRAHAM, 2017).

A regido tardia tem aproximadamente 3.000 pb, a qual apresenta duas ORFs,

responsaveis por codificar duas proteinas estruturais, L1 e L2, que compdem o capsideo do
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virus. A expressao destas proteinas ocorre tardiamente apés infecdo. O gene L1 € altamente
expresso durante esta fase, visto que a proteina L1 representa 80% da proteina total do virus, e
é responsavel pela formacdo da maior parte do capsideo. Enquanto que o gene L2 codifica
proteinas que participam, em sua maior parte, do empacotamento do DNA viral (BUCK et al.,
2004; STANLEY; PETT; COLEMAN, 2007).

A regido LCR compreende cerca de 10% do genoma total do virus, que contem
sequéncias regulatérias que atuam no controla da replicacdo, transcricdo e pds-transcricao
viral, através do elemento regulador tardio (do inglés: Late Regulatory Element - LRE)
(GRAHAM, 2010).

2.3.4 Ciclo de vida normal

A infeccdo pelo HPV ocorre inicialmente através da penetracdo de virions em
pequenas lesbes que da acesso as camadas mais basais do epitélio escamoso estratificado. Os
queratindcitos, que sao residentes nessas camadas basais, sdo as primeiras células a serem
infectadas pelo HPV, por conferir um estado indiferenciado e de alta atividade mitdtica,
proporcionando um ambiente favoravel ao virus, visto que, sua infec¢do esta diretamente
ligada a programacéo de diferenciagdo celular (CHOW, 2015; STANLEY, 2008). O ciclo
norma da infeccdo pelo HPV passa por 5 principais etapas consecutivas: (1) entrada do virus
na célula (2) manutencdo do genoma, (3) fase proliferativa, (4) amplificacdo gendmica e (5)

montagem e liberacdo de novas particulas virais (DOORBAR, 2005).

2.3.4.1 Entrada do virus na célula

A entrada dos virions nos queratindcitos ocorre atraves da ligacdo das proteinas do
capsideo viral com receptores presentes na superficie da célula-alvo (BOUSARGHIN et al.,
2003; RAFF et al., 2013). O HPV se liga ao Proteoglicano Heparan Sulfato (PHS) presente
na superficie das células da membrana basal, resultando na primeira mudanca conformacional
do capsideo (SCHILLER; DAY; KINES, 2010; SURVILADZE; DZIDUSZKO; OZBUN,
2012). A enzima furina e/ou convertase 5/6 (PC5/6) cliva a regido N-terminal da L2,
promovendo uma segunda mudanca conformacional no capsideo viral. Em seguida, o virion
se liga a proteina integrina presenta na membrana dos queratindcitos. Esta interacdo estimula
a internalizacdo do HPV através de vesiculas, por meio de um processo chamado endocitose
(BIENKOWSKA-HABA; PATEL; SAPP, 2009; KINES et al., 2009; RICHARDS et al.,
2006).
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As vesiculas contendo as particulas virais sdo fundidas a lisossomos citoplasmaticos,
cujo conteudo acido interno promove degradagdo das proteinas do capsideo, causando uma
desmontagem viral (ARALDI et al., 2018). Uma vez livre, o genoma viral permanece na
forma epissomal, e € transportado através de uma via mediada por uma proteina chamada de
tubulina até o nucleo da célula infectada (DIGIUSEPPE et al., 2016). A trajetéria do HPV que
vai desde o primeiro contato do capsideo com receptores de membrana plasmatica até a
chegada do genoma viral, na forma epissomal, no nlcleo da célula infectada, tem duracéo de
aproximadamente 24 horas (DAY et al., 2004).

2.3.4.2 Manutengéo do genoma

Inicialmente, 0 HPV mantém seu genoma epissomico com um baixo numero de cdpias
no nucleo das células da camada basal (DOORBAR, 2005). Durante este periodo, hd uma
baixa expressdo dos genes E1, E2, E6 e E7, em um nivel suficiente para preservar a
manutencdo genémica viral (STANLEY et al., 1989). As proteinas E1 e E2 tem uma
importante funcdo em manter o DNA viral na forma epissomal (ZHANG et al., 1999). Apesar
do importante papel designado no ciclo patogénico das proteinas E6 e E7, sua expressao
também é essencial na replicagdo normal do HPV. Nesta fase inicial, a replicagdo do genoma
viral € mantida na camada basal em um faixa de 50 a 100 cdpias por nucleo de células
infectadas (MAGLENNON; MCINTOSH; DOORBAR, 2011).

2.3.4.3 Fase proliferativa

As células basais ndo infectadas normalmente saem do ciclo de proliferagdo celular
ap0s migrarem para a camada intermediaria do epitélio, e logo em seguida entram em um
estagio de diferenciacdo terminal. Entretanto, durante a infec¢do pelo HPV, a proteina E7
ativa o ponto de verificacdo da fase G1 para S no percurso do ciclo celular dos queratindcitos,
estimulando a progressao do ciclo celular, e retardando a diferenciacao terminal dessas células
(ROMAN; MUNGER, 2013). Esse processo favorece o aumento de células em estagio de
replicacdo de DNA nas camadas intermediarias do epitélio. A proteina E6 atua em conjunto

com a E7 para promover esse efeito na célula hospedeira (STOLER et al., 1989).

2.3.4.4 Amplificacdo genébmica
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Durante essa fase o HPV deve amplificar seus genomas virais para inicia a producéo
de novas particulas virais infecciosas (virion) (DOORBAR, 2005). Para alguns tipos de HPV,
principalmente os do género alphapapillomavirus, esse processo ocorre nas camadas
intermediarias ou superiores do epitélio cervical. O promotor tardio presente dentro da ORF
do gene E7 inicia uma expressdo aumentada de proteinas que participam ativamente do
processo de replicacdo do DNA viral (E1, E2, E4 e E5), sem alterar a expressdo das proteinas
E6 e E7, que sdo importantes para o inicio da fase S do ciclo celular (MIDDLETON et al.,
2003). Portanto, a amplificacdo do genoma viral necessita da expressdo de todos 0s genes
precoces do virus (E1, E2, E4, E5, E6 e E7). No entanto, 0s mecanismos das proteinas E4 e
E5 na replicagdo do genoma viral ainda ndo se encontram totalmente elucidados
(FEHRMANN; KLUMPP; LAIMINS, 2003; PEH et al., 2004; WILSON; FEHRMANN;
LAIMINS, 2005). As proteinas E1 e E2 atuam diretamente na replicacdo do DNA viral. A
proteina E2 se liga na regido regulatoria (LCR) e em seguida recruta a E1 (DNA helicase)
para a origem de replicacdo. A ligagdo das proteinas E1/E2 forma um complexo na origem de
replicacdo, e amplificagdo do genoma viral (MCBRIDE, 2013; SANDERS; STENLUND,
1998, 2000). As expressdes das proteinas do HPV sdo reguladas pelo uso do promotor e pela
selecdo de sitios de splincing diferencial. Durante a etapa de amplificacdo genémica os niveis
das proteinas E1 e E2 sdo elevados, permitindo o aumento no nimero de copias virais nas
camadas epiteliais superiores (OZBUN; MEYERS, 1998).

2.3.4.5 Montagem e liberacao de novas particulas virais

Quando a amplificacdo do genoma é concluida nas camadas superiores, inicia-se a
expressdo dos genes tardios (L1 e L2). O gene L2 é o primeiro a ser expresso, seguido da L1,
e ambos sao expressos em conjunto com o gene E2. As proteinas L1 e L2 sdo acumuladas no
citoplasma, sendo conduzidos subsequentemente para 0 empacotamento dos genomas virais
através da montagem do capsidio (BUCK et al., 2004). A proteina E2 mostrou um aumento
no empacotamento do DNA viral, sugerindo um importante papel na montagem do capsideo
(ZHAO et al., 2000). Por outro lado, a proteina E4 parece facilitar o processo de liberacéo dos
virions através da interagdo com diversos filamentos do citoesqueleto celular. Isto contribui
para desestabilizar a estrutura da célula, deixando-a mais propensa a sofre lise celular nas
camadas superficiais escamosas do epitélio, e subsequentemente a liberar as particulas virais
(Figura 4). Uma vez liberados, durante a descamac&o celular, os virions tornam-se preparados
para uma nova infecgdo (DOORBAR et al., 1991; WANG et al., 2004).
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Figura 4 - Proteinas virais expressas em diferentes fases do ciclo de vida normal do HPV
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Fonte: Adaptado de DOORBAR, 2005

2.3.5 Ciclo patogénico

O ciclo de vida normal do HPV pode ser interrompido por um mecanismo casual de
alguns tipos de HPV (principalmente de alto risco) de integrar parcialmente o DNA viral no
genoma da célula hospedeira (WHITE; PAGANO; KHALILI, 2014). Portanto, o material
genético viral pode ser encontrado nas células cervicais, na forma epissomal (les6es benigna),
integrado no genoma da célula (lesbes malignas), ou uma mistura de ambas as formas (lesdes
pré-malignas) (Figura 5) (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007).

A integracdo do DNA viral ocorre de forma randémica no cromossomo celular, onde
0s genes E6 e E7 sdo preservados, e a regido proxima aos genes E2 e E1 sofre delecdo e/ou
ruptura, resultando principalmente na perda da funcao da proteina E2, que tem como um dos
seus mecanismos a regulacdo da expressdo génica das proteinas oncongénicas (E6 e E7)
(Figura 5) (BECHTOLD; BEARD; RAJ, 2003). Esta regulacdo promove um feedback
negativo, ou seja, controla a expressdo de ambos 0s genes. Com a expressdo descontrolada, as
proteinas E6 e E7 sdo altamente expressas, o que favorece a ligacdo das mesmas com
proteinas reguladoras do ciclo celular (supressores de tumor), induzindo a transformacéo e
imortalizacéo das células hospedeiras (STEBEN; DUARTE-FRANCO, 2007).

Normalmente, uma proliferacdo celular descontrolada é contida pela inducdo da

apoptose. Portanto, durante uma infeccdo pelo HPV espera-se que a morte celular seja
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ativada. No entanto, os HPVs de alto risco possuem um mecanismo para evitar esse processo
e perpetuar a infec¢do. A proteina E6 liga-se a ubiquitina ligase e a P53, que sdo pegas chave
no controle do ciclo celular e importante regulador de apoptose, respectivamente. Esta
interacdo promove degradacdo dessas moléculas, e subsequentemente prejudica suas funcgdes
(MARTINEZ-ZAPIEN et al., 2016; MOODY:; LAIMINS, 2010). Além disso, a proteina E6
pode bloquear a funcdo da P53 através da ligacdo com a histona acetiltransferase CBP/p300 e
inibir a transcri¢do do gene responsavel por expressar a P53 (TP53 — do inglés: tumor protein
p53) (PATEL et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1999).

Durante a infeccdo pelo HPV de alto risco, a proteina E7 também apresenta
mecanismos que altera as fungbes do ciclo celular normal. A E7 ativa o ciclo celular das
células infectadas através da associacdo e liberacdo ou degradacao da proteina retinoblastoma
(pRb) de um complexo de repressdo transcricional que contém um fator de transcri¢do
chamado E2F (DYSON et al., 1989; HELT; GALLOWAY, 2001). Apo6s a saida da pRb do
complexo, a E2F fica livre para ativar a transcri¢cdo de genes envolvidos com o ciclo celular,
induzindo a passagem da fase G1 para a fase S (MOODY; LAIMINS, 2010) (Figura 5).

Figura 5 - Histdria do ciclo patogénico da infeccdo pelo HPV
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Nota: Uma parte das infecgdes pelo HPV de alto risco evolui para neoplasia intraepitelial cervical de alto grau
(HGCIN). A progressao de lesGes esta associado a integragdo do genoma do HPV nos cromossomos do
hospedeiro (ndcleos vermelhos), com perda ou interrupcdo do gene E2 e subsequente hiper-regulacdo da
expressdo das proteinas oncogénicas E6 e E7. proteina E6 pode bloqueia a fungdo da P53, e E7 ativa a mitose de
células infectadas através da proteina retinoblastoma (pRb), causando desregulacdo no ciclo celular, e podendo
progredir para o carcinoma cervical invasivo.
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Os mecanismos supracitados envolvendo as proteinas E6 e E7 conduzem as vias que
favorecem a proliferacdo celular ndo programada, o que sugere o papel central dessas
proteinas dos HPVs de alto risco no surgimento de neoplasias e carcinogénese (DYSON et al.,
1989; MOODY; LAIMINS, 2010).

2.4 Patologias causadas pelo HPV

A maioria das infec¢cdes pelo HPV desaparece espontaneamente em torno de 12 a 24
meses, sem intervencdo clinica ou sintomas, resultado de um sucesso imunoldgico do
hospedeiro (WRIGHT; SCHIFFMAN, 2003). Entretanto, uma proporgao entre 10% a 30%
das infecgdes pelo HPV de alto riscos (oncongénicos) podem persistir e progredir para lesdes
pré-cancerigenas, tais lesdes podem regredir ou desenvolver carcinoma cervical
(TORTOLERO-LUNA, 1999) (Figura 6). Os HPVs de baixo risco sdo associados ao

surgimento de condilomas.

Figura 6 - Historico natural da infeccéo pelo HPV
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2.4.1 Condilomas

O condiloma acuminado, também conhecido como verruga genital, & um tumor
benigno que produz projecBes semelhantes as digitais dos dedos ou couve-flor, com tamanhos
variados. A coloracdo pode se apresentar da cor da pele, eritematosa ou hiperpigmentada. Em
homens, podem surgir preferencialmente no prepucio, frénulo e glande. Enquanto que nas

mulheres sdo mais frequentes nos labios maiores e menores, clitoris, regido posterior do
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introito vaginal. Além disso, podem ser observadas lesdes no meato uretral e na regido
perianal de ambos os géneros (VERMA, 2014; WANG et al., 2008).

O periodo de incubacdo das verrugas genitais pode variar de 2 a 6 meses, e é mais
frequentemente causado pelos HPV-6 e HPV-11. Como o condiloma acuminado néo
apresenta risco de desenvolver cancer, esses tipos de HPV sdo considerados de baixo risco
(BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015).

2.4.2 Lesoes Intraepiteliais Escamosa do Colo Uterino

As LesOes intraepiteliais escamosas compreendem as displasias leves ou graves do
epitélio escamoso do colo uterino, que sdo caracterizadas por maturacdo anormal e atipicas,
de graus variaveis, que proliferam parcialmente ou totalmente sobre a espessura do epitélio
escamoso cervical. A proporcdo da espessura do epitélio contendo estas células com
anomalias nucleares ira determina o grau da lesdo, podendo ser leve, moderada ou grave
(SLATER et al., 2005; WHO, 2018).

Baseado nas alteracfes observadas nas células displasicas, em 1968 foi introduzido o
termo Neoplasia Intraepitelia Cervical (NIC), para representar as diferentes formas de atipias
exclusivas do epitélio escamoso. A NIC foi subdividida em trés graus distintos: NIC |
(displasia leve), NIC Il (displasia moderada) e NIC Il (displasia grave), além do cancer in
situ, que surge através da progressao do NIC (NAYAR; WILBUR, 2017; WHO, 2018).

Em 1988, a classificacdo das anomalias citopatoldgicas foi atualizada baseada no
sistema Bethesda. O objetivo principal deste sistema foi propor uma nova classificacdo para
determinar os diferentes graus de lesbes do epitélio escamoso, utilizando o seguinte termo:
Lesdo Intraepitelial Escamosa (SIL — do inglés: squamous intra-epithelial lesions), o qual
apresenta dois niveis de lesdes distintos, Lesdo Intraepitelial Escamosa de baixo grau (LSIL —
do inglés: low-grade squamous intraepithelial lesions) ou alto grau (HSIL — do inglés: high-
grade squamous intraepithelial lesions) (WRIGHT et al., 2002). Os termos NIC | e NIC Il
foram substituidos por LSIL, enquanto que o NIC Il passou a ser representado por HSIL,
modificando os niveis de diagnostico da lesdo de trés para dois graus (NAYAR; WILBUR,
2017) (Figura 7).

2.4.3 Cancer cervical
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O céancer do colo de utero, também chamado de cancer cervical, € um tumor maligno
que acomete a parte inferior do Utero, regido de conexdo com a vagina. A infeccdo persistente
pelos HPVs de alto risco é a principal causa dessa malignidade. Cerca de 90% dos casos de
cancer cervical surgem de células escamosas, e inicia-se na zona de transformacdo da
ectocérvix. O carcinoma de células escamosas evolui a partir de SIL. Os outros 10% dos casos
sdo os adenocarcinomas, que sdo derivados das células glandulares epiteliais secretoras da
ectocérvix (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2014).

A evolucdo do cancer cervical ¢ lenta e silenciosa, podendo durar até vinte anos para
se manifestar. Os principais sinais e sintomas que podem ser indicativos de cancer cervical
sdo: sangramento vaginal (intermitente ou apds a relacdo sexual), secrecdo vaginal anormal,
dores abdominal ou pélvica constante e/ou queixa urinéria (INCA, 2011).

O carcinoma cervical pode se apresentar em dois diferentes estagios, carcinoma in situ
ou invasivo. No carcinoma in situ, as células cancerigenas estdo localizadas superficialmente
na regido inferior do colo uterino, ndo atingindo as camadas mais profundas desse 6rgédo
(Figura 7). O carcinoma invasivo é caracterizado pela invasdo das células cancerigenas ao
estroma (tecido de sustentacdo de um érgdo). A forma mais precoce do carcinoma invasivo é
nomeada histologicamente como carcinoma microinvasivo (neoplasias de invasdo > 5 mm de
profundidade e > 7mm largura do estroma cervical), onde as células invasivas penetram
através da membrana basal e empurram o estroma subjacente. A composi¢cdo macroscopica do
carcinoma microinvasiva pode se apresentar como uma area granular, avermelhada e rugosa
gue sangra ap6s o contato fisico (INCA, 2011; WHO, 2018; WRIGHT et al., 2002).

O carcinoma invasivo mais avancgado pode ser exofitico, endofitico ou a combinacéo
das duas formas de expansdo. O carcinoma exofitico é superficialmente invasivo, e seu
crescimento ocorre para dentro da luz vaginal, resultando em um aspecto semelhante a
cogumelo ou crescimento proliferativo protuberante. O carcinoma endofitico ocorre pela
infiltracdo de forma extensiva através do estroma, sem apresentar crescimento visivel na
superficie. Esse tipo de neoplasia invasiva pode se expandir para dentro da endocérvix,
deixando o colo do utero intacto até que a proliferacdo das células neoplésicas ultrapasse de 5
a 6 cm de didmetro. Com um maior avango da invasdo, o carcinoma se espalha, podendo
ocupar tecidos locais, como a vagina, parede lateral pélvica, paramétrio, bexiga e reto (Figura
7). Além da invasdo local, em condi¢cBes mais severas, pode aparecer metastase, que
geralmente ocorre ao final da doenca, e acomete principalmente os nodulos paraadrticos,
pulmdes, figado, 0ssos, entre outros 6rgaos (WHO, 2018; WRIGHT et al., 2002).
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Figura 7 - Evolucao de lesdes intraepitelial escamosa ao cancer de colo de Gtero

Y

“a

Cérvice normal Lesdo intraepitelial escamosa leve Lesdo intraepitelial escamosa grave

o

\

Les3o intraepitelial escamosa grave Carcinoma invasivo

Fonte: https://ckdnews.wordpress.com/2015/10/20/9-signs-of-cervical-cancer-to-look-out-for/
2.5 Diagndstico

O principal método de rastreamento de cancer cervical no Brasil € o exame
citopatoldgico (exame de Papanicolau). A citologia é um exame que coleta um esfregaco de
células cervicais e analisa em microscopio Optico, para verificar se existem alteracGes de
células individuas, com o intuito de identificar precocemente as SIL (NIC) e sua classificacdo
(LSIL, HSIL). As principais atipias citopatologicas que apresentam aspectos insuficientes
para determinar um diagnostico sdo denominadas de Células Escamosas Atipicas (ASC — do
inglés: atypical squamous cells), podendo ser categorizado em células escamosas atipicas de
significado indeterminado, possivelmente ndo-neoplasicas (ASC-US) e células escamosas
atipicas ndo se podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H) (INCA, 2014,
WRIGHT et al., 2002).

Pode-se sugerir a presenca de SIL no exame citologico através da técnica de
Papanicolau. No entanto, o diagnostico final das SIL e cancer cervical sdo estabelecidos
através da realizacdo do exame anatomopatoldgico em bidpsia do colo uterino. Quando o
exame citologico apresenta alguma alteragdo (LSIL/HSIL, ASC-H, carcinoma) a paciente é
submetida a colposcopia seguida de biopsia com Inspecdo Visual com Acido acético (IVA) ou
Teste de Schiller para identificar a regido lesada e realizar a puncdo. A amostra é
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encaminhada para o exame histolégico, onde a analise do tecido cervical é baseada nas
caracteristicas histoldgicas referentes a diferenciacdo, maturacdo e estratificacdo das células e
anormalidades morfoldgicas nucleares (WHO, 2018).

A histologia pode apresentar resultados que revelem “Alteracdes sugestivas de
infec¢do pelo HPV”. Entretanto, apenas as técnicas de biologia molecular permitem confirmar
a presenca do virus. Os métodos de biologia molecular sdo desenhados para identificar o
material genético viral. Atualmente sdo conhecidas duas técnicas: (1) hibridizacdo, que
compreende trés tipos, Southern Blot, captura hibrida e hibridizacao in situ; (2) Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR — do inglés: Polymerase chain reaction) (CLAVEL et al., 1998;
MOLLUJIN et al., 2005).

O teste molecular de captura hibrida ocorre através da hibridizacdo entre o DNA viral
e sondas especificas para HPV de baixo e alto risco. Quando formados, os hibridos s&o
capturados por anticorpo anti-hibidros. Uma vez capturados, esse hibridos sdo detectados por
meio de conjugados ligados ao complexo anticorpo-hibrido que emitem florescéncia e
possibilita sua identificacdo (CLAVEL et al., 1998; GAGE et al., 2012).

A hibridizacao in situ permite detectar sequéncias especificas de DNA gendmico do
HPV através de sondas complementares marcadas com componentes radioativos ou quimicos,
sendo possivel identificar material genético do virus em células através da observacdo em
microscopio Optico. Além de detectar a presenca, tipo do HPV (alto ou baixo risco) e a
localizacdo da regido infectada, essa técnica possibilita identificar o estado fisico do virus, na
forma epissomal ou integrado ao genoma da célula hospedeira (HOPMAN et al., 2005).

A PCR é uma das principais técnicas da biologia molecular, utilizada para amplificar
milhares de cOpias de uma regido especifica do DNA. A técnica € baseada em uma replicacdo
de DNA in vitro, que utiliza primers especificos para delimitar a regido que sera amplificada.
Como o HPV é um virus de DNA, é possivel detectar seu material genético utilizando primers
especificos. Para a deteccdo do HPV geralmente sdo utilizados os primers MY09/MY11 e
GP5+/GP6+ que amplifica o gene L1 do virus. Para um diagnéstico mais sensivel, pode ser
realizado a técnica de nested-PCR (nPCR), onde o produto da amplificacdo por PCR com 0s
iniciadores MY09/MY11 é submetido a outra reacdo de PCR, utilizando os iniciadores
GP5+/GP6+ (DEMATHE A, BERNABE D G, GARCIA J F, NUNES, C M, 2010; FUESSEL
HAWS et al., 2004).
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2.7 Resposta imunoldgica do hospedeiro

O sistema imunolégico é formado por uma complexa rede de érgdos, células e
moléculas, que atua no processo de defesa contra microrganismos invasores substancias
nocivas ou células tumorais, com a finalidade de manter a homeostase do organismo
(CRUVINEL et al., 2010). A imunidade do hospedeiro contra infeccdes virais é efetivada a
partir de uma relacédo integrativa da resposta imune inata e adquirida. A atuagdo da resposta
imune inata ocorre imediatamente, agindo no primeiro momento do contato do hospedeiro
com 0s antigenos virais. Enquanto que a imunidade adquirida ocorre de forma mais lenta e
sincronizada, resultando na producdo de compostos capacitados a combater o invasor em
possiveis infeccOes posteriores a0 mesmo agente etiolégico (ABBAS ABUL K
LICHTMAN; PILLAI, 2011).

A primeira linha de defesa da imunidade inata contra 0 HPV sdo as camadas
superficiais do epitélio escamoso, pois 0 virus s consegue penetrar e iniciar a infeccéo
através de microlesbes presentes na pele. Uma vez rompida esta linha de defesa epitelial, as
primeiras células a serem infectadas pelo HPV sdo os queratindcitos presentes nas camadas
basais (LORENZI; COELHO-CASTELO, 2011).

Na imunidade inata, normalmente, a primeira estratégia das células infectadas com
patdgenos virais € a producdo de interferons (INFs) do tipo | (INF-a ¢ INF-B), com a
finalidade de inibir a replicacdo viral e a0 mesmo tempo ativar a células Natural Killer (NKs)
para matar as células portadoras do virus. No entanto, estudos tém demonstrado que as
proteinas E6 e E7 do HPV16 desregulam negativamente a producdo de INFs tipo | nas células
hospedeiras. Assim, uma das possiveis forma do HPV evadir o sistema imune do hospedeiro
pode ser através da inibicdo do efeito anti-viral da imunidade inata através da desregulacao do
INFs tipo 1 (GRANDVAUX et al., 2002).

As células NKs tém um importante papel no controle da infeccdo viral na imunidade
inata, visto que essa subpopulacdo de linfocitos inespecificos causa a morte de células
infectadas pelo virus ou ceélulas tumorais, que ndo apresenta a expressdo superficial do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe | (SASAGAWA; TAKAGI,
MAKINODA, 2012). Um estudo demonstrou que a atividade das células NKs estdo
associadas a regressdo de lesdes pré-neoplasicas, por induzir a morte de células infectadas
pelo HPV (LEE et al.,, 2001). Adicionalmente, outro estudo identificou uma reducéo
significativa nos receptores de ativacdo NKp30, NKp46 e NKG2D, em HSIL e carcinoma

cervical diante da infeccdo pelo HPV16, sugerindo um mecanismo de evasdo associado a
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baixa atividade das células NKs, favorecendo a persisténcia da infeccdo pelo HPV16 e a
progressdo do cancer cervical (GARCIA-IGLESIAS et al., 2009).

Os macrofagos tem um importante papel na imunidade inata do hospedeiro tanto na
infeccdo pelo HPV, quanto na carcinogénese cervical (CHEN et al., 2017). Os macrofagos séo
ativados pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS),
através dos receptores Toll likes (TLRs) (SASAGAWA; TAKAGI; MAKINODA, 2012).
Uma vez ativados, pela via classica, esses macrofagos (M1) produzem citocinas e
quimiocinas. Os macrofagos M1 podem conduzir a uma resposta inflamatoria, e estimular a
morte de células infectadas pelo HPV via secrecdo do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
ou citotoxidade dependente de anticorpo (ROUTES et al., 2005). Durante 0 processo
inflamatorio, os mondcitos precisam ser recrutados para o local da injuria, e a proteina de
quimioatragdo de mondcito (MCP-1) realiza essa fungdo. Queratindcitos normais (sem
estresse de lesdo) infectadas pelo HPV secretam MCP-1, estimuladas por TNF-a, podendo
promover uma resposta antiviral durante a imunidade inata. No entanto, em celulas NIC e
cancer cervical a secre¢do de MCP-1 é diminuida pela proteina E6 do HPV16, podendo inibir
a translocacao de macrofago para o sitio da infeccdo pelo HPV (HACKE et al., 2010). Esse
mecanismo pode ser uma das possiveis evasfes do HPV ao sistema imune inato, deixando o
hospedeiro mais susceptivel ao desenvolvimento de cancer cervical.

As células apresentadoras de antigeno (APCs), incluindo células dendriticas (CD) e
macrofagos, capturam proteinas do HPV e as digere na forma de peptideos. Em seguida, essas
APCs ativadas sdo transportadas para os linfonodos, onde estes peptideos virais serdo
expostos a0 MHC de classe |1, presentes na superficie dos linfocitos. Esta apresentacdo de
antigeno acontece para os linfcitos T CD4+, os quais sdo diferenciados em linfdcitos T
auxiliares, e para os linfocitos TCD8+, que se diferencia em linfocito T citotoxico, dando
inicio a resposta imune adaptativa (SASAGAWA; TAKAGI; MAKINODA, 2012). Os
linfocitos T auxiliares podem se diferenciar em células Thl ou Th2. As células Thl liberam
citocinas pro-inflamatdrias, tais como, TNF-a, Interferon-gama (IFN-y) e Interleucina-12 (IL-
2) que estimulam a ativacdo dos linfocitos T citotdxica, tornando-a uma célula efetora, capaz
de matar células de NIC e céncer cervical, que apresentam antigenos do HPV (MOTAVALLI
KHIAVI et al., 2018). Enquanto que células Th2 produzem citocinas como IL-10, IL-4 e IL-
13, que possuem efeitos supressores na imunidade celular, bloqueando uma resposta contra
células neopléasicas, e favorecendo o crescimento do tumor (GUIMARAES et al., 2011). Um
estudo recente tem indicado que os linfécitos T citotoxicos sdo mais frequentes em mulheres

com citologia normal e infecgdo pelo HPV quando comparado com pacientes com cancer
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cervical e HPV positivo (LIANG et al., 2018). Em adicdo, em outro estudo a resposta de
linfocito T citotdxico na presenca da proteina E6 e auséncia de E7 do HPV16 mostrou
associagdo com a “clearence” (eliminagdo) da infeccdo viral (NAKAGAWA et al., 2010).

2.7.1 Citocinas

Durante a infec¢do pelo HPV e o desenvolvimento de células neopléasicas pode ser
induzida uma imunoestimulacdo por citocinas secretadas por células Thl, tais como, TNF-a,
IFN-y, Interleucina-2 (IL-2) e IL-12, que estimulam a imunidade mediada por células,
conduzindo a atividades antiviral e/ou supressoras de tumor. Por outro lado, as citocinas
produzidas por células Th2, tais como, Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (IL-5),
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8 (IL-8) e Interleucina-1L-10, sdo imunoinibitérias de
resposta mediada por células, e conduz a uma imunidade humoral (PARADKAR et al., 2014).
Estudos tém demonstrado altos niveis de citocinas secretadas por células Th2 e baixos niveis
de citocinas produzidas por células Thl em mulheres com céancer cervical (BERMUDEZ-
MORALES et al., 2008; TORRES-POVEDA et al., 2012, 2016). A predominancia local de
citocinas do tipo Th2 estaria inibindo a producédo de citocinas do tipo Thl, promovendo uma
imunossupressao no microambiente da infeccdo, e favorecendo o desenvolvimento de cancer
cervical. Considerando estes aspectos, um estudo recente relatou que um desequilibrio nos
niveis de produgdo entre citocinas do tipo Thl e Th2 esta associado com a susceptibilidade a
infeccdo pelo HPV e desenvolvimento do cancer cervical (TORRES-POVEDA et al., 2016).

Vaérios estudos tém investigado o perfil de citocinas em NIC, cancer cervical e HPV
positivo (QIAN et al., 2010; TJIIONG et al., 1999). Um aumento significante das citocinas IL-
lo/B, 1L-4, IL-6, IL-10, IL-8, Interleucina-17 (IL-17), TNF-a, Fator de transformacdo do
crescimento (TGF-B1 do inglés: Transforming growth fator) e Fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) foi encontrado em tecido e secrecdo do colo uterino e niveis séricos de
mulheres diagnosticadas com NIC e cancer cervical (PARADKAR et al., 2010; QIAN et al.,
2010; SHEKARI et al., 2012a; TJIONG et al.,, 1999; TORRES-POVEDA et al., 2016;
ZHANG et al., 2018). Enquanto que as citocinas Interferon-alfa (IFN-a), Interferon-beta
(IFN-B), IFN-y, IL-12 e IL-2 tém sido mostradas com niveis significantemente reduzidos em
mulheres com carcinoma cervical (IKEDA; OLD; SCHREIBER, 2002; LI et al., 2005;
ZIJLMANS et al., 2007).
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2.7.1.1 TNF-a

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria secretada principalmente por macréfagos
durante a inflamacdo aguda, e por células Thl (PARADKAR et al., 2014). Esta citocina
possui uma importante funcédo antiviral e antitumoral, pela sua capacidade de induzir apoptose
de células infectadas e neoplasicas (BOCCARDO; LEPIQUE; VILLA, 2010).

Diversos estudos tém mostrado as mdaltiplas fungdes do TNF-a na resposta contra
células infectadas pelo HPV e doencas cervicais. Células normais dos queratinGcitos
infectadas por HPV ativa o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), que por sua vez
estimulando a hiper-regulagdo da p21, que inibe a quinase dependente de ciclina, diminuindo
a ativacdo de proteinas mitéticas. Considerando que a replicacdo do DNA do HPV depende da
atividade mitotica da célula hospedeira, este mecanismo pode ser um importante meio de
controlar a expansdo da infeccdo viral. Entretanto, a atividade anti-proliferativa do TNF-a
pode ter sua acdo inibida pela proteina oncogénica E6 do HPV, através da ligacdo desta
proteina no receptor ativador de apoptose, inibindo a morte programada da célula.

Este mediador inflamatério multifuncional pode ser considerado uma faca de dois
gumes. Se por um lado o TNF-a estimula a apoptose de células neoplasicas, por outro lado
tem a capacidade de promover o crescimento, proliferacdo, angiogénese, invasao e metastase
de células neoplasicas, através da inducdo de IL-8 e VEGF, favorecendo o crescimento e
expansao do tumor (WANG; LIN, 2008). Altos niveis de expressdo do gene TNFA tem sido
identificado em tecido de ledes pré-cancerigenas e cancer cervical. De acordo com dados da
literatura, alteracBes nos niveis de producdo de TNF-a pode promover respostas imunologicas

diferenciadas do hospedeiro contra o HPV, e conduzir a susceptibilidade a lesdes cervicais.

2.7.1.3 1L-10

A Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatéria, que tem um papel
imunossupressor, especialmente durante uma resposta imune contra organismos patogénicos e
células tumorais, promovendo a elimina¢do inadequada de virus, como o HPV, e a
persisténcia dessa infeccdo, favorece o crescimento do tumor (PARADKAR et al., 2014). A
IL-10 diminui a producdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1p, IL-2, IL-6, IL-12,
TNF-0, bloqueando a indugdo de uma resposta inflamatoria contra patdgenos (BIJJIGA,
MARTINO, 2011). Esta regulagdo negativa ocorre atraves do bloqueio da ligagdo NF-
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kB/DNA, impedindo a transcricdo dos genes dessas citocinas pro-inflamatdrias (KOHNO et
al., 2003).

Um estudo prop0s que a IL-10 em conjunto com TGFB1 promove uma evasdo ao
sistema imune através de uma atividade imunossupressora no microambiente cervical, em
mulheres infectadas por HPV (TORRES-POVEDA et al., 2012). Altos niveis locais de IL-10
tem sido encontrado em secrecdo cervicovaginal em mulheres com NIC associado a infecgédo
pelo HPV (MHATRE et al., 2012). Ademais, os niveis séricos de 1L-10 mostram também ser
significantemente alto em mulheres com NIC e cancer cervical invasivo, quando comprado

com mulheres saudaveis (FENG et al., 2012).

2.8 Polimorfismos em genes de citocinas

Polimorfismos sdo variacdes na sequencia de DNA que sdo decorrentes de mutacéo,
com uma frequéncia maior que 1% da populacdo. Podem ocorrer de diferentes formas: como
insercdo ou delecdo de seguimento de DNA ao longo do genoma; no padréo de repeticdo de
nucleotideos, conhecidos como numero variavel de repeti¢des em tandem (VNTR — do inglés:
variable number of tandem repeats) ou microssatélites; e por fim, o SNP caracterizado pela
troca de um nucleotideo por outro. Os SNPs sdo os tipos de polimorfismos mais frequentes na
maioria dos genomas, e podem estar localizados em diferentes regiGes de um gene, incluindo
éxons, introns e regides reguladoras (como por exemplo, o promotor) (GRIFFITHS et al.,
2006).

Os SNPs estdo presentes em varios genes envolvidos no sistema imunolégico, e sdo
associados a variagfes fenotipicas que contribuem na susceptibilidade de diversas doengas
(CARDOSO et al.,, 2011). Recentemente, estudos tém demonstrado a associacdo de
polimorfismos em genes de citocinas com a susceptibilidade a inimeras patologias, como,
doencas alérgicas: Asma brénquica (NASSER; EZZAT, 2018), rinossinusite cronica;
infecciosas: hanseniase (SALES-MARQUES et al., 2017), dengue (SANTOS et al., 2017b); e
diversos tipos de canceres: cancer intestinal (CARDENAS et al., 2018) e cancer cervical
(TORRES-POVEDA et al., 2016).

Os SNPs em genes de citocinas podem alterar a fungéo ou atividade transcricional e,
em muitos casos, promover variagdes nos niveis de expressdo génica (KROEGER,;
CARVILLE; ABRAHAM, 1997). Esta alteracdo nos niveis de producdo das citocinas pode
fornecer variadas respostas imunes contra o HPV, e estd associada a diferencas na
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo (TORRES-POVEDA et al., 2016). Considerando
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tais aspectos, varios estudos tém investigado a associacdo de SNPs em genes de citocinas com
a susceptibilidade a infeccdo pelo HPV, NIC e cancer cervical (SHI et al., 2013; WANG et
al., 2012). SNPs presentes nos genes TNFA (-308G>A, -238G>A), IL-1B (-511T>C), IL-6 (-
174G>C), IL-12B (+1188A>C), IFNG (+874A>T), IL-10 (-1080A>G, -819C>T, -592C>A),
foram associados ao aumento ou diminuicdo do risco de desenvolver NIC e cancer cervical
(CALHOUN et al., 2002; CHAGAS et al., 2013; CHEN et al., 2009; DUARTE et al., 2005;
DUTTA et al., 2015; MARANGON et al., 2013; SHI et al., 2014; WANG et al., 2011).

2.8.1 TNFA -308G>A (rs1800629)

O gene TNFA esta localizado no cromossomo 6 (6p21.3), na regido do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe IlI, tendo um comprimento de
aproximadamente 3 kilobases (kb) que compde 4 éxons responsaveis por codificar a citocina
TNF-a (BAYLEY; OTTENHOFF; VERWELJ], 2004; BOIN et al., 2001; FERNANDEZ-
MESTRE et al., 2004). A regulacéo transcricional do gene TNFA é um importante mecanismo
para evitar condi¢bes adversar a homeostase através da producdo inadequada ou excessiva de
TNF-a. Polimorfismos localizados na regido promotora do gene TNFA podem alterar a
transcricdo e expressdo génica, e promover variacfes imunoldgicas que conduzem a

susceptibilidade de diversas doencas.

Figura 8 - Estrutura do gene TNFA e a localizacdo de seus polimorfismos principais
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Fonte: Code, 2010.

Nota: Polimorfismos no gene TNFA nas regifes promotora, éxons, introns e 3’UTR (__3’).
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No gene TNFA polimorfismos sao localizados na regido promotora, transcrita (éxos e
intros) e 3’°UTR. Uma importante variavel no gene TNFA € o SNP -308 G>A (rs1800629)
presente na regido promotora, que se destaca por ser o polimorfismos mais estudado deste
gene. O SNP -308 G>A é denominado dessa forma por esta localizado a 308 nucleotideos
anteriormente ao inicio da regido transcrita. Sua variante consiste na transicdo de uma
Guanina (G) por uma Adenina (A). A presenca do alelo A na posi¢do -308 possui maior
afinidade a fatores transcricionais culminando em uma maior produgdo da citocina
(BAYLEY; OTTENHOFF; VERWELW, 2004). Estudos mostraram associacdo deste
polimorfismo com a susceptibilidade a diversos tipos de doencas, tais como a dengue,
diabetes Mellitus, esquizofrenia, anemia, artrite reumatoide e cancer cervical relacionado a
infeccdo pelo HPV (FENG et al., 2011; HOPPE et al., 2007; HUANG et al., 2011; SANTOS
etal., 2016).

2.8.31L-10-819 C>T (rs1800871)

O gene que codifica a citocina IL-10 est& localizado no cromossomo 1 entre 1931 e
1032, ocupando aproximadamente 5 kb, que comporta 5 éxons. Varios polimorfismos séo
estdo presentes em diferentes regides do gene I1L-10. Os mais conhecidos e estudados sdo trés
SNPs presentes na regido promotora (-1082A>G, -819C>T, -592A>C) e um no éxon 5
(+117) (figura 9).

Figura 9 - Localizacdo e estrutura do gene IL-10 no cromossomo 1, e a identificacdo dos seus
polimorfismos
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Nota: Ex: éxons; SNPs -1082A>G, -819C>T, -592A>C localizados na regido promotora do gene 1L-10.
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Vaérios estudos encontraram associacdo do SNP IL-10 -819 C>T (rs1800871) com
varios tipos de cancer em humanos. Um estudo recente associou 0 SNP IL-10 -819C>T com o
cancer intestinal na populagio colombiana (CARDENAS et al., 2018). Analises metanaliticas
identificaram uma associacdo entre este polimorfismo e 0 aumento do risco para o cancer de
mama (MOGHIMI et al., 2018). Na populagdo do Egito, o SNP IL-10 -819C>T foi associado
a susceptibilidade a leucemia mieldide aguda (RASHED et al., 2018). Além disso, estudos
recentes encontraram associacOes significativas entre este polimorfismo e o cancer cervical
em mulheres infectadas pelo HPV (DU et al., 2019; TORRES-POVEDA et al., 2016).

A atividade transcricional do gene IL-10 pode ser regulada pelo haplétipo de trés
SNPs (-1082A>G, -819C>T, -592A>C) localizados na regido promotora (ESKDALE et al.,
1997; KIM et al., 1992). Estes SNPs afetam a atividade trancricional do gene IL-10,
resultando em um aumento ou diminuicdo nos niveis de expressdo génica. O hapldtipo GCC
(-1082, -819, -592) mostrou aumentar significativamente os niveis de producdo da IL-10
(TESSE et al., 2012). Entretanto, no estudo de Singhal et al., (2014) o hapl6tipo GTC (-1082,
-819, -592) mostrou aumentar os niveis séricos de IL-10 em mulheres diagnosticadas com
carcinoma cervical. Portanto, os resultados da literatura mostram que os polimorfismos
presentes na regido promotora do gene IL-10 podem afetar a sintese da citocina e influenciar

na susceptibilidade a diversas patologias, incluindo o cancer cervical causado por HPV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

» Avaliar a influéncia dos polimorfismos TNFA -308G>A (rs1800629), IL-10 -819C>T
(rs1800871) na susceptibilidade ao céancer cervical em mulheres infectadas por HPV

do agreste alagoano.
3.2 Especificos

» Realizar uma revisao sistematica com meta-analise com os polimorfismos do estudo;

« Detectar a presenca do HPV em mulheres atendidas no Sistema Unico de Satde no

municipio de Arapiraca;

» Avaliar a associagdo dos polimorfismos TNFA -308G>A, IL-10 -819C>T na
susceptibilidade ao cancer cervical em mulheres infectadas pelo HPV.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Para cumprir com as resolucdes n® 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude, a
qual trata das diretrizes e normas regulamentares da pesquisa envolvendo seres humanos, o
projeto foi submetido a plataforma Brasil para fins avaliativos dos aspectos éticos pelo comité
de ética em pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), obtendo aprovacdo em
janeiro de 2015 (numero do parecer: 921.700) (ANEXO I).

Todas as participantes do estudo foram orientadas acerca da pesquisa, e aquelas que
consentiram seu envolvimento assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE) autorizando sua participacdo no projeto (ANEXO I1).

4.2 Populacéo e local do estudo

O estudo foi realizado com a populacdo da regido metropolitana do agreste alagoano
que esta localizado no centro de Alagoas, ocupando uma area de aproximadamente 5.769 km?2
(DEEPASK, 2015). A regido é composta pela a cidade de Arapiraca e mais 19 municipios
circunvizinhos, como Campo Grande, Coité do Noia, Craibas, Feira Grande, Girau do
Ponciano, Igaci, Junqueiro, Lagoa da Canoa, Limoeiro de Anadia, Olho d'Agua Grande, S&o
Sebastifo, Taquarana, Traipu, Palmeira dos Indios, Estrela de Alagoas, Belém, Tanque
d'Arca, S&0 Brés e Jaramataia. E considerada a segunda regido metropolitana de Alagoas, com
uma estimativa de 662.046 habitantes (IBGE, 2015). As coletas e acesso ao banco de
amostras com cancer cervical foram obtidos na cidade de Arapiraca, a qual designa o centro

de referéncia do agreste para consultas ginecoldgicas e andlises patoldgicas.

4.3 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, realizado em uma amostra da populagéo
do agreste alagoano. A amostra da populacgdo estudada foi composta por mulheres maiores de
18 anos, que ja haviam iniciado a atividade sexual, e residiam no agreste de Alagoas. Os
critérios de inclusdo para selecionar os grupos casos foram: mulheres diagnosticadas com
cancer cervical e com resultado positivo para a infeccdo pelo HPV. O grupo controle foi

constituido por mulheres clinicamente saudaveis, com exame citopatolégico normal e
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diagnostico negativo para o HPV. Os critérios de exclusdo foram: mulheres

imunossuprimidas, com imunodeficiéncia, menores de 18 e gravidas.

4.4 Coleta e armazenamento das amostras
4.4.1 Amostras do grupo controle

Inicialmente as amostras foram coletadas por demanda espontanea. Os materiais foram
coletados de mulheres que buscaram atendimento ginecolégico em cinco centros de saude (1°,
2°, 3°, 4° e 5° centro) e duas unidades basicas (Cacimbas e Manoel Teles) do municipio de
Arapiraca pelo convenio do Sistema Unico de Salide (SUS), no periodo de novembro de 2014
a dezembro de 2015. Todas as pacientes passaram por avaliacdo clinica (anamnese, exame
fisico, seguida da inspecdo vulvar e do colo uterino). Posteriormente, o material cervical foi
coletado através da colpocitologia oncotica (Papanicolau), da qual se procederam amostras da
endocervice e ectocervice por meio da descamacdo celular com auxilio de escova cervical
estéreo e espatula de Ayre. Realizou-se esfregaco das escovas cervicais e espatulas em
laminas para andlise citoldgica. Posteriormente a escova cervical foi conservada em tubos de
2 mL etiquetados com um cddigo de identificacdo da paciente, contendo 600 uL de PBS
(Tampao fosfato salina 10 Mm pH 7,4), os quais foram destinadas a extracdo do DNA para
identificacdo viral. As amostras foram preservadas em refrigeracdo durante o transporte e
conservadas a -80 °C.

A colpocitologia oncotica foi procedida por discentes de enfermagem capacitados pela
UFAL e supervisionados por enfermeiros das referidas atengdo bésica. Estes alunos de
enfermagem envolvidos nas coletas participam de projetos de extensdo da UFAL: “Vigilancia
em Saiude: um enfoque multiprofissional” do Programa de Acdes Interdisciplinares
(PAINTER) e “Acdes integradas em satide do adulto: com foco em vigilancia em saude e
doencgas sexualmente transmissiveis (DSTs)”, aprovado no Edital 2014/2015 do Programa
institucional de bolsas de iniciacdo a pesquisa — ACAO (PIBIP-ACAO).

Para a analise dos polimorfismos foi realizada a coleta de células do epitélio bucal ou
sangue periférico total. Na coleta das células do epitélio bucal, foi solicitado, a principio,
lavagem bucal com 100 mL de &gua destilada; posteriormente, foi realizada a descamagéo das
células superficiais com auxilio de escova citoldgica esterilizada, em movimentos circulares
de aproximadamente 30 vezes. O material foi armazenado em tubos de 2 mL contendo 400
pL de TES (TRIS HCL 10mM pH 7,6; EDTA 1mM pH 7,6; SDS 0,6%), sob refrigeracdo. A

coleta de sangue periférico foi realizada com agulha vacutainer, tubo de citrato de sédio e
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conservadas a -4 °C. Todas as amostras foram enviadas para o Laboratério de Biologia
Molecular e Expressdo Génica da Universidade Federal de Alagoas (LABMEG-UFAL),
Campus Arapiraca.

4.4.2 Amostras do grupo caso

Todas as mulheres que participaram do projeto nas unidades basicas de salde
apresentaram resultados citologicos dentro dos limites da normalidade. Portanto, foi
necessaria a utilizacdo de um banco de amostras do Nucleo de prevencgdes e diagnostico de
cancer (NPDC) do municipio de Arapiraca, para compor o grupo caso. O banco continha 141
amostras com diagnostico confirmado para o carcinoma cervical, no periodo entre 2015 a
2017. Os tecidos se encontravam embebidos em parafina no formato de blocos quadrados. As
amostras foram obtidas a partir de 10 cortes de 10 um de espessura cada. Em seguida, os
cortes foram armazenados em tubos de 2 mL. Antes da extracdo de DNA, estas amostras

foram submetidas a lavagem com xilol para retirada da parafina.

4.5 Procedimentos de biologia molecular

4.5.1 Extracdo de DNA

Foram realizadas quatro diferentes coletas de material bioldgico: sangue periférico,
células do esfregaco da mucosa oral, células do esfregaco do colo uterino e tecido parafinado.
As extragdes de DNA gendmico humano das amostras de sangue periférico, células do
esfregaco do colo uterino e tecido parafinado foram realizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante do kit comercial Promega® (Company Eppendorf, Hamburg, Germany). A
extracdo do material genético a partir de células do esfregaco da mucosa oral foi realizado
pelo método utilizando NaCl, etanol a 70%-99,8%, e proteinase K diluida em 10 mg/mL
através do método salting out de acordo com Abrdo (2005). As amostras de DNA extraidas
foram armazenadas a -20° C em tubos de 1,5mL etiquetados em forma de codigos para

preservar a identidade dos pacientes.

4.5.2 Quantificacéo e verificagdo do estado do DNA

Para avaliar o quantitativo e qualitativo das amostras extraidas foi realizada

quantificacdo das mesmas por meio da técnica de espectrofotometria (Biophotometerplus,
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Eppendorf), e a razdo das absorbancias nos comprimentos de onda 260 e 280 nm (hanémetro)
que estiveram entre 1,7 e 1,9 apresentaram um DNA mais puro.

Em seguida, o material foi aplicado em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etidio e submetido a eletroforese a 100 V (volts) por 80 minutos. As bandas de DNA foram
visualizadas através do transluminador com luz UV (Ultra Violeta) e posteriormente
fotografadas por meio do equipamento sistema de fotodocumentacdo de gel
L.PixTransilluminator (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) para verificar a integridade
do DNA.

4.5.3 Deteccdo do HPV

As amostras que apresentaram uma concentragao satisfatoria (>20 ng/uL) e um estado
adequado de DNA no gel foram submetidas a amplificacdo por PCR com primers especifico
para o gene da B-actina humana forward (5’- AGCGGGAAATCGTGCGTG - 3°) e reverse
(‘5 - GGTGATGACCTGGCCGTC - 3’) que amplifica um fragmento de 134 pb, o qual
consiste em um gene estrutural usado para verificar a qualidade do DNA e também como
controle interno da reacdo. As reacfes de amplificacdo tiveram um volume final de 12,5 uL,
contendo 6,25 uL. de GoTaq® Green Master Mix (Promega®), 1 uL de cada primer (forward,
reverse) e 3,25 ulL de H2O livre de nuclease. As reagdes de amplificagdes foram realizadas
em equipamento termociclador Swift® de ESCO®, sob as seguintes condi¢bes: 95 °C por 2
minutos; 40 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto; 72 °C por 5
minutos. Em todos os conjuntos de reacdes foram usados controles negativos, formados por
todos os reagentes, exceto as amostras de DNA. Os resultados das reacdes de amplificagdo
foram submetidos a eletroforese e visualizados em gel de agarose a 2% corado com Brometo
de etidio e, em seguida fotografados por meio do equipamento de captura de imagem L.Pix
Transilluminator (Loccus Biotecnologia, Séo Paulo, Brasil).

As amostras positivas para o gene B-actina humana foram destinadas a PCR com os
primers MY09 e GP5+/GP6+ para amplificacdo do gene L1, localizado no material genético
do virus HPV. Para aumentar a sensibilidade e especificidade do diagnéstico e diminuir a
probabilidade de resultados falso-positivos, foi realizado a técnica de nested-PCR de acordo
com Demathe et al. (2010). Desse modo, 1uL do produto da amplificagdo por PCR com 0s
iniciadores MY09/MY11 foram submetidos a outra reacdo de PCR, utilizando-se o0s
iniciadores GP5+/GP6+. A PCR de ambos iniciadores foi realizada em 12,5uL de volume
final, contendo 6,25uL de GoTaq Green Master Mix, 1pL de cada primer (MY09/MY11-
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GP5+/GP6+) e 3,25uL de H20 livre de nucleases. O produto da reacdo de PCR foi
visualizado em gel de agarose a 2% corado com Brometo de etidio, e posteriormente
fotografado pelo aparelho L.Pix Transilluminator (Loccus Biotecnologia). As informacdes
sobre a sequéncia dos primers utilizados na deteccdo do HPV, bem como os ciclos e o

tamanho dos fragmentos esperado na amplificacdo por PCR estdo contidas na Tabela 1.

4.5.4 Genotipagem dos polimorfismos

As amostras de DNA extraido que apresentaram absorbancia maior ou igual a 20
ng/uL, razdo das absorbancias 260/280 nm entre 1,7-1,9, e que foram visualizadas apos
corrida eletroforética foram diluidas na concentracdo de 4 ng/puL. Os gendtipos dos
participantes da pesquisa em relacdo ao SNP -308 G>A (rs1800629) do gene TNFA e -
819C>T (rs1800871) do gene IL-10 foram determinados pelo método de discriminacao alélica
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR — do inglés: Polymerase Chain Reaction) em

tempo real utilizando sonda TagMan.

Tabela 1 - Iniciadores de oligonucleotideos e condicBes da reacdo utilizadas na deteccdo do
HPV através da técnica nested Polymerase Chain Reaction (nPCR).

Iniciadores Ciclos da reacao Tamanho Gene
do alvo
fragmento

MYO09 95 °C por 2Zmun.

5’ - CGTCCMARRGGAWACTGATC -3° 95 °C por 30s L1 de
55 °C por lun'nA} 34x 450pb HPV

MY11 72 °C por 1nmun.

5’ - GCMCAGGGWCATAAYAATGG - 3 72 °C por Smin.

GP5+ 95 °C por 2mun.

5’ -TITGTTACTGTGGTAGATACTAC -3 95 °C por 1mun. L1 de
45 °C por 1mun. 35x 150pb HPV

GP6+ 72 °C por lmm.}

5° -GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC -3° 72 °C por Smun

Fonte: Autor desta pesquisa, 2018.

O volume final da reacédo foi de 10pL, contendo 5uL de solugdo TagMan Genotyping
Master Mix (Applied Biosystems® - TagDNA polimerase, desoxirribonucleotideos
trifosfatados e tampéo com MgCI2); 0,125uL de sonda referente aos SNPs rs1800629 (TNFA
-308G>A) e rs1800871 (IL-10 -819C>T) e 4,87 uL de DNA extraido (4 ng/pL). As reacoes
foram realizadas em equipamento ABI StepOneplus da Applied Biosystems® sob as
seguintes condigdes: 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 92 °C por 15s, 60 °C por 1min.

Em todas as reacOes foram usados controles negativos, formados por todos os reagentes,
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exceto a amostra de DNA. Os resultados das reacdes foram fornecidos pelo StepOne Software
versdo 2.2.2 em forma de gréfico com as curvas de amplificacdo da discriminacgdo alélica de
cada individuo.

4.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas do estudo foram feitas através do software SPSS 23.0. As
frequéncias genotipicas foram testadas quanto ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) por
meio do teste qui-quadrado (y%). As associa¢des genotipicas e alélicas entre os grupos do
estudo foram comparadas mediante a regressdo logistica, onde foi obtido valores de
associacdo e Odds Ratio (OR) com intervalo de confianga (IC) de 95%. Valor de OR<1 indica
a protecdo, enquanto OR>1 indica o risco. As associa¢fes genotipicas foram comparadas em
diferentes modelos genéticos (codominate, dominate, recessivo, sobredominate e log aditivo).
Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos. Analise do poder do
tamanho da amostra foi conduzido pelo software G*power versdo 3.0, utilizando os testes
Qui-quadrado, Goodness-of-fit: Contingency tables e Post hoc, segundo Silva et al. (2016).

4.7 Método da meta-analise

Esta revisdo sistematica com meta-andlise foi realizada como procedimento
estabelecido (PROSPERO ID: CRD42017065227) (TACCONELLI, 2010). Para elaboragéo e
planejamento desta revisdo sistematica foi utilizada a lista de verificacdo PRISMA (ltens de
Relatérios Preferidos para Revisdes Sistematicas e Meta-Analises) (MOHER et al., 2009). As
buscas foram realizadas nos bancos de dados MEDLINE, Scielo, BIREME, Pubmed, Scopus,
Web of Science e Science Direct para estudos de casos-controles, utilizando as combinagdes
dos seguintes termos: “human papillomavirus”, “HPV”, “cytokine”, “cervical cancer”,
“cervical carcinoma”, “cervical intraepithelial neoplasia”, “Squamous intraepithelial lesions”,
“cervical lesions” and “polymorphism”, sem restrigao de periodo.

O método PICOS foi utilizado para definicdo dos descritores (SANTOS; PIMENTA,;
NOBRE, 2007). Participantes destes artigos foram pacientes (P) com céancer cervical ou
neoplasia intraepitelial cervical; a intervencdo (1): identificacdo de polimorfismos em genes de
citocinas; em comparacdo aos grupos controle (C): auséncia de HPV no grupo controle;
desfecho (O): presenca ou auséncia de polimorfismos em genes de citocinas no grupo de
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pacientes com cancer cervical ou neoplasia intraepitelial cervical; Desenho do estudo (S):
caso-controle.

Os critérios de elegibilidade incluiram: (1) estudos de caso-controle que investigaram
a relacao entre SNPs em gene de citocinas e suscetibilidade a lesbes pré-cancerigenas e cancer
cervical, associados ou ndo a infeccdo pelo HPV; (2) com pelo menos uma das seguintes
caracteristicas no grupo caso: mulheres diagnosticadas com céancer cervical; mulheres com
cancer cervical e HPV positivo, mulheres diagnosticadas com les6es intraepiteliais escamosas
ou mulheres com lesdes intraepiteliais escamosas e HPV positivo; (3) os grupos controles
devem ter os seguintes perfis: mulheres saudaveis com citologia normal, livres de doenca
cervical e HPV negativo; (4) artigos completos disponiveis eletronicamente em inglés ou
portugués e (5) frequéncia genotipicas suficientes ou dados originais apresentados.

Os critérios de exclusao incluiram: (1) Artigos com dados sobre polimorfismos nao
mostrados; (2) artigos duplicados; (3) Inconsisténcia dos artigos de acordo com os critérios de
incluséo; (4) Artigos com outros SNPs que ndo sejam em genes de citocinas; (5) Artigos com
outros tipos de polimorfismos, além de SNPs; (6) Estudos in vitro, revisao e coorte.

Os titulos, resumo e texto completo dos artigos foram avaliados por trés autores para
aplicar os critérios de inclusdo e selecionar os estudos de interesse. Inconsisténcias entre 0s
pesquisadores foram elucidadas através de debates para reavaliar a qualidade metodoldgica. A
avaliacdo foi baseada em trés dimensoes: selecdo, comparabilidade e exposi¢cdo em estudos de
caso-controle. Trés investigadores avaliaram independentemente a qualidade dos estudos
incluidos usando os padrbes da Escala de Newcastle-Ottawa (NOS) (STANG, 2010). Estudos
que tivessem escore 7 ou mais, considerados de média a alta qualidade, foram incluidos na
revisdo, conforme relatado em outros estudos (SANTOS et al., 2017a). As seguintes
informacBes em estudos foram extraidas: primeiro autor, ano de publicacdo, etnia, pais,
amostra de tamanho, idade dos pacientes e controles, método de genotipagem, frequéncias
genotipicas.

O metafor package (NICODEMUS, 2008) na linguagem de programacdo R e o
software Review Manager 5.3 foram usados para analise estatistica. O Odds Ratio (OR) e o
Intervalo de Confianca de 95% para cada estudo e os resultados agrupados foram calculados
para avaliar a sensibilidade. Analisamos os seguintes modelos genéticos: associacao alélica,
modelo codominante, modelo dominante e modelo recessivo (HORITA; KANEKO, 2015).
Valores de OR agrupados foram estabelecidos pelo teste Z (valor de p> 0,05). O teste y2 foi
utilizado para avaliar o Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) considerando valor de p> 0,05
como significativo. A heterogeneidade foi examinada por Q2 (HIGGINS et al., 2003) e
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estatistica 12 (HIGGINS; THOMPSON, 2002). Quando o fator genético tem um resultado
semelhante na suscetibilidade & doenca nos estudos incluidos em uma meta-anélise é usado 0
modelo de efeito fixo (na auséncia de heterogeneidade) ou modelo aleatério (na presenca de
heterogeneidade) (DERSIMONIAN; LAIRD, 1986). O teste de Egger foi usado para detectar
viés nas comparagdes (EGGER; SMITH; PHILLIPS, 1997).
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos gerais

As caracteristicas gerais como idade, infec¢do pelo HPV e tipo de cancer do colo de
Utero estdo listadas na tabela 2. A distribuicdo categorizada por faixa etaria (<35 anos, 36-50,
>50) ndo foi significativamente diferente entre os grupos cancer cervical e controles
(p=0,144). O tipo de cancer cervical mais frequente no grupo caso foi o carcinoma de células
escamosas no estagio in situ com 77,8% (n=35), e 0 menos frequente foi 0 adenocarcinoma

no estagio in situ com 4,4% (n=2) (tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizacdo dos grupos cancer cervical e controles saudaveis

*CC n (%) Controles n 12 P
(%)
Idade (Média)
Idade por faixa etéria
<35 anos 10 (22,2%) 58 (32,4%) 3.873 0.144
36-50 26 (57,8%) 54 (30,2%)
>50 9 (20%) 48 (26,8%)
N&o relataram idade 0 (0%) 19 (10,6)
Infeccéo pelo HPV
HPV-positivo 45 (100%) 0 (0%)
HPV-negativo 0 (0%) 179 (100%)
Tipo de cancer
Carcinoma de células escamosas (in situ) 35 (77,8%)
Carcinoma de células escamosas (invasivo) 4 (8,9%)
Adenocarcinoma (in situ) 4 (8,9%)
Adenocarcinoma (invasivo) 2 (4,4%)

Fonte: Autor desta pesquisa, 2019.
*CC = carcinoma cervical

5.2 Detecc¢édo do HPV

Foi utilizado um banco de amostras de mulheres diagnosticadas com cancer cervical
do Nucleo de Prevencdo e Diagnoéstico de Cancer (NPDC) do municipio de Arapiraca,
contendo 141 blocos de tecido parafinado no periodo entre 2015 a 2017. Dentre as 141
amostras, 96 ndo amplificaram na PCR do controle interno e da deteccdo viral, resultando de

um material genético degradado ap0s o procedimento de extracdo de DNA. Das que
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amplificaram 100% (n=45) apresentaram HPV positivo. Portanto, o grupo caso do estudo foi
constituido por estas 45 amostras (tabela 2). 179 mulheres que foram submetidas ao exame
preventivo de rotina apresentaram resultados negativos para a infeccdo pelo HPV, e foram
incluidas no grupo controle. O diagnostico molecular do HPV foi realizado por nPCR
convencional utilizando os primer 3-actina humano (forward e Reverse), MY09/11, GP5+/6+,
e os resultados foram visualizados em gel de agarose a 2% corado em brometo de etidio,
como mostram as figuras 10, 11 e 12, respectivamente.

Figura 10 - Gel de eletroforese da PCR com os primers [3-actina humano para controle interno
da deteccao do HPV

L 1 2 3 4 5 6 7 -89 1011 12 C+C

Legenda: L- ladder 100pb; 1-12: amostras; C+: controle positivo; C-:controle negativo; tamanho do fragmento:
134pb.
Fonte: Autor desta pesquisa, 2019.

Figura 11 - Gel de eletroforese da PCR com primers MYQ09/11 que anelam na regido L1 do
HPV para detecgéo viral

L1 2 3 456 7 8 91011 12 13 14 15 16 C-

{_L\

Legenda: L- ladder 100pb; 1-16: amostras; C-: controle negativo; tamanho do fragmento: 450pb.
Fonte: Autor desta pesquisa, 2019.
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Figura 12 - Gel de eletroforese da nPCR com primers GP5+/6+ que anelam na regido L1 do
HPV para detecgéo viral

aEs3 4 5 6 7 8 90T T 12713 1415716 1/ £

HPV+ HPV+ HPV+ HPV+ HPV+

B¢ H " nn ala

Legenda: L- ladder 100pb; 1-17: amostras; C+: controle positivo; C-:controle negativo; tamanho do fragmento:
150pb.

Fonte: Autor desta pesquisa, 2019.

5.3 Genotipagem por discriminacao alélica

Os SNPs TNFA -308G>A (rs1800629) e IL-10 -819C>T (rs1800871) foram
genotipados por discriminacdo alélica através da PCR em tempo real, como descrito na
metodologia. O sucesso de amplificacdo e genotipagem foi superior 97% para 0 SNP TNFA -
308G>A (rs1800629) (exemplo: figura 13), e 93% para 0 SNP 1L-10 -819C>T (rs1800629).

5.3.1 Frequéncia genotipica e alélica do SNP -308 G>A no gene TNFA

A tabela 3 mostra as distribuic@es das frequéncias alélica e genotipica do SNP TNFA -
308 G>A, obtidas nos grupos cancer cervical e controles. As andlises das frequéncias
genotipicas mostraram que o gendtipo ancestral -308G/G foi mais frequente nos dois grupos
do estudo: controles (78,2%) e cancer cervical (84,4%). O gendtipo raro -308A/A foi ausente
no grupo cancer cervical, enquanto no grupo controle apresentou uma baixa frequéncia
(2,2%). Na Tabela 3 estdo listados os valores de OR e p-valor para determinar as associa¢fes
alélicas e genotipicas do SNP TNFA -308 G>A distribuidas nos modelos genéticos
codominante, dominante, recessivo e sobredominante. A comparacao das frequéncias alélicas
e genotipicas do SNP TNFA -308 G>A ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos do estudo. Entretanto, esta analise mostrou um poder amostral moderado, com 70%,

indicando o numero amostral limitado.
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Figura 13 - Método de discriminacéo alélica por PCR em tempo real para analise do SNP -
308 (1800629) no gene TNFA
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Fonte: Autor desta pesquisa, 2019.

Nota: Genotipagem do gene TNFA -308G>A. 13A: Cada ponto representa uma amostra. Os eixos determinam a
intensidade de fluorescéncia para cada sonda. Representacdo dos genotipos: G/G (em azul), G/A (verde) e A/A
(vermelho), as amostras indeterminadas (simbolo x), controle negativo (preto). A curva de amplificagdo 13B
representa 0 genétipo G/G, a 13C o heterozigoto G/A e a 13D o genotipo raro A/A.
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Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP TNFA -308 G>A e suas
associag0es com o carcinoma cervical

TNFA -308G>A Controles ccC Controles versus 'CC ~ 2EHW  Gpower
N° (frequéncias) OR com 95% IC P
Associacao alélica
G 315 (88%) 83 (92,2%) Referéncia
A 43 (12%) 7 (7,8%) 0.62 (0.27-1.42)  0.26
Modelos génicos
Codominante G/G 140 (78,2%) 38 (84,4%) Referéncia
G/A 35(19,6%)  7(15,6%)  0.74(0.30-1.79) 0.50 0.69 70%
AIA 4 (2,2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)  0.99
Dominante GIG 140 (78,2%) 38 (84,4%) Referéncia
G/A+A/A  39(21,8%)  7(15,6%)  0.66(0.27-1.60) 0.36
Recessivo GIG+G/A  175(97,8%) 45 (100%) Referéncia
AIA 4 (2,2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)  0.99
Sobredominant  G/G+A/A 144 (80,4%) 38 (84,4%) Referéncia
€ G/A 35(19,6%)  7(15,6%)  0.76 (0.31-1.84) 0,54

Fonte: Autor desta pesquisa, 2019.
1CC = carcinoma cervical; 2EHW = Equilibrio de Hardy Weinberg; NA: ndo avaliado.

5.3.2 Frequéncia genotipica e alélica do SNP -819 C>T no gene IL-10

A tabela 4 apresenta as distribuic6es das frequéncias alélica e genotipica do SNP IL-10
-819 C>T, obtida nos grupos do estudo. A andlise das frequéncias genotipicas mostrou que o
gendtipo -819C/C (49,1%) foi mais frequente no grupo controle. Enquanto que no grupo
cancer cervical o gen6tipo mais predominante foi o heterozigoto -819C/T (57,1%). A tabela 4
mostra a associagdo do SNP IL-10 -819C>T com o cancer cervical. Foi observada uma
associacdo significativa entre o SNP IL-10 -819 C/T e o cancer cervical.

O genotipo -819C/T (57,1%) no modelo codominante foi significantemente mais
frequente no grupo caso em relacdo ao genoétipo -819C/C (28,6%) quando comparado ao
grupo controle, -819C/T (38,9%) e -819C/C (49,1%). Portanto, o gendtipo -819C/T foi
associado com o aumento do risco para o cancer cervical e HPV positivo (p=0,035; OR com
95% CI = 2.52 [1.07-5.97]). Em adicdo, os gendtipos -819C/T+TT no modelo dominante
foram significantemente mais frequentes no grupo caso quando comparado ao grupo controle.
Portanto, os carreadores do alelo -819T também foram associados com o aumento do risco
para o cancer cervical em mulheres infectadas pelo HPV (p=0,037; OR com 95% CI = 2.41
[1.06-5.50]). Esta associacdo mostrou um poder amostral de 99%, indicando que a amostra €
representativa para esta analise. Estes resultados sugerem que os carreadores T (-819C/T+TT)

pode aumentar o risco para o cancer cervical, em mulheres infectadas por HPV.
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Tabela 4 - Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP IL-10 -819 G>A e suas
associag0es com o carcinoma cervical

IL-10 -819C>T Controles icc Controles versus CC 2EHW  Gpower
N° (frequéncias) OR com 95% IC P
Associacao alélica
C 148 (68,5%) 40 (57,1%) Referéncia
T 68 (31,5%) 30(42,9%) 1.63(0.94-2.84) 0.083
Modelos génicos
Codominante c/C 53 (49,1%) 10 (28,6%) Referéncia
CIT 42 (38,9%) 20(57,1%) 2.52(1.07-5.97) 0.035 0.71 99%
TIT 13 (12%) 5(14,3%) 2.04 (0.59-7.00) 0.258
Dominante C/IC 53 (49,1%) 10 (28,6%) Referéncia
CIT+TIT 55 (50,9%) 25(71,4%) 2.41(1.06-5.50) 0.037
Recessivo C/IC+CIT 95 (88%) 30 (85,7%) Referéncia
TIT 13 (12%) 5(14,3%) 1.22(0.40-3.70) 0.728
Sobredominant  C/C+T/T 66 (61,1%) 15 (42,9%) Referéncia
€ CIT 42 (38,9%) 20 (57,1%) 2.09 (0.97-4.54) 0,061

Fonte: Autor desta pesquisa, 2018
1CC = carcinoma cervical; 2EHW = Equilibrio de Hardy Weinberg

5.4 Meta-analises dos estudos de associa¢do dos SNPs TNFA -308G>A (rs1800629) e IL-
10 -819 (rs1800871) na susceptibilidade a lesdes intraepiteliais escamosas (SIL), cAncer
cervical e infecgéo pelo HPV

A meta-analise foi realizada através de estudos de caso-controle que investigaram a
influéncia dos polimorfismos TNFA -308G>A e IL-10 -819C>T na susceptibilidade ao cancer
cervical, SIL e infeccdo pelo HPV. Apds as buscas, selecdo e aplicacdo dos critérios de
exclusdo, foram incluidos 10 estudos (BARBISAN et al., 2012; CALHOUN et al., 2002;
CHAGAS et al., 2013; DUARTE et al., 2005; GOVAN et al., 2006; IVANSSON; JUKO-
PECIREP; GYLLENSTEN, 2010; LI et al., 2016; MARANGON et al., 2013; NIEVES-
RAMIREZ et al., 2011; SINGHAL et al., 2015). As caracterizacGes dos estudos estéo listadas
na tabela 5. O periodo de publicacdo foi de 2002 & 2016 em populagdes de diferentes paises,
tais como: Brasil (CHAGAS et al.,, 2013; MARANGON et al., 2013), Estados Unidos
(CALHOUN et al., 2002), Portugal (DUARTE et al., 2005), Africa do Sul (GOVAN et al.,
2006), Suécia (IVANSSON; JUKO-PECIREP; GYLLENSTEN, 2010), Mexico (NIEVES-
RAMIREZ et al., 2011), Argentina (BARBISAN et al., 2012), india (SINGHAL et al., 2015)
e China (LI et al., 2016).
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Autores Pais Grupos SNPs estudados EHW
Calhoun etal., 2002  Estados Cancer cervical vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629) sim
Unidos
Duarte et al., 2005 Portugal Cancer cervical vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629)
Govanetal., 2006  Africado  Cancer cervical vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629)
Sul
Emma, lvana, UIf, Suécia Cancer cervical vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629) sim
2010
Nieves-Ramirez et México SIL+HPV vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629) sim
al., 2011
Barbisan et al., Argentina  Céncer cervical vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629) sim
2012
Chagas et al., 2013 Brasil SIL+HPV vs. Controles IL-10 -819C>T (rs1800871) sim
Marangon et al., Brasil SIL+HPV vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629) e sim
2013 ) IL-10 -819C>T (rs1800871)
Singhal et al., 2014 India SIL vs. Controles; Cancer IL-10 -819C>T (rs1800871) sim
cervical vs. Controles
Lietal., 2016 China Cancer cervical vs. Controles TNFA -308G>A (rs1800629) sim

Fonte: Autor desta pesquisa, 2018

Dos 10 estudos, 8 identificaram que as distribui¢bes das frequéncias genotipicas das
populagdes estavam de acordo com EHW (CALHOUN et al., 2002; EMMA, 2010; NIEVES-
RAMIREZ et al., 2011; BARBISAN et al., 2012; CHAGAS et al., 2013; MARANGON et al.,
2013; SINGHAL et al., 2014; LI et al., 2016), e 2 estudos ndo analisaram o EHW da
populacdo estudada (DUARTE et al., 2005; GOVAN et al., 2006). De acordo com o perfil do
grupo caso dos estudos incluidos, 6 estudos possuiam nos seus grupos casos mulheres
diagnosticadas com céncer cervical (CALHOUN et al., 2002; DUARTE et al., 2005;
GOVAN et al., 2006; EMMA, 2010; BARBISAN et al., 2012; LI et al., 2016), em 3 estudos
0s grupos casos foram constituidos por mulheres diagnosticadas com SIL e infectadas pelo
HPV (NIEVES-RAMIREZ et al., 2011; CHAGAS et al., 2013; MARANGON et al., 2013) e
um estudo avaliou tanto SIL quanto cancer cervical (SINGHAL et al., 2014). Devido a esta
diferenca apresentada entre os grupos casos dos estudos, a meta-analise foi realizada
separadamente, agrupando os estudos que avaliaram mulheres com céancer cervical em uma

analise, e os estudos que avaliaram mulheres com SIL em outra analise.
5.4.1 Meta-analise SNP TNFA -308G>A (rs1800629)

Para investigar a associacdo do polimorfismo TNFA -308G>A com a susceptibilidade
ao cancer cervical foram meta-analisados seis estudos com um total de 4476 mulheres (2191
casos e 2285 controles) (CALHOUN et al., 2002; DUARTE et al., 2005; GOVAN et al.,
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2006; EMMA, 2010; BARBISAN et al., 2012; LI et al., 2016). Como mostra a tabela 6 e 0s
graficos de dispersao forest plots (figura 14) e funil (funnel plots) (figura 16), o gendétipo
TNFA -308G/G no modelo codominante foi associado com efeito protetor para o cancer
cervical (p=0,0009; OR com 95% CI = 0.79 [0.69-0.91]). Esta analise mostrou um forte poder
da amostra, com 100%. Para a comparacdo entre os grupos SIL com HPV e controles
saudaveis foram meta-analisados dois estudos com 576 mulheres envolvidas (270 casos e 306
controles) (NIEVES-RAMIREZ et al., 2011; MARANGON et al., 2013). Nesta comparacgéo
foi observada uma associagéo entre os genotipos TNFA -308G/A+A/A no modelo dominante
com aumento do risco para SIL com HPV (p=0,04; OR com 95% CI = 1.69 [1.01-2.82])
(tabela 6, figura 15 e figura 17). Esta analise mostrou um forte poder da amostra, com 96%.

5.4.2 Meta-andlise SNP IL-10 -819C>T (rs1800871)

Utilizando as estratégias de buscas nas bases de dados tracadas pelo nosso estudo de
meta-andlise foi encontrado apenas um artigo que investigou a associacdo do polimorfismo
IL-10 -819C>T com o céancer cervical (SINGHAL et al., 2014). Portanto, ndo foi possivel
realizar meta-analise deste polimorfismo com o céancer cervical. Na meta-analise de
associacdo entre o polimorfismo IL-10 -819C>T e SIL com HPV foram incluidos dois estudos
com um total de 542 mulheres (249 casos e 293 controles) (CHAGAS et al., 2013;
MARANGON et al., 2013). Nesta meta-analise foi observada uma associa¢do dos genoétipos
IL-10 -819C/T+TT no modelo dominante com aumento do risco para SIL com HPV (p=0,01;
OR com 95% CI = 1.76 [1.13-2.74]) (tabela 6). Nesta analise foi observado um moderado
poder da amostra, com 70%). Os gréaficos de dispersdo em floresta (forest plots) e funil

(funnel plots) desta associagdo sdo mostrados nas figuras 18 e 19, respectivamente.

Figura 14 - Gréfico de floresta da meta-analise do polimorfismo TNFA -308G>A (rs1800629)
na susceptibilidade ao cancer cervical

Cervical cancer Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl Year M-H, Fixed, 95% CI
Calhoun et. al., 2002 91 127 73 108  49% 1.21 (069, 2.12] 2002 T
Duarte et. al,, 2005 138 195 200 244 11.4% 0.53[0.34,0.83] 2005 —
Govan et al., 2006 174 244 172 228 11.2% 0.81[0.54,1.22] 2006 -t
Emma et al,, 2010 391 1306 589 811 50.8% 0.81 [0.67,0.98] 2010 L
Barbisan et al, 2012 87 122 126 176 6.5% 0.99[0.59,1.64] 2012 e
Liet al, 2016 110 240 121 220 151% 0.69[0.45,1.000 2016 -
Total (95% CI) 2234 1787 100.0%  0.79 [0.69, 0.91] L
Total events 1491 1281
Heterogeneity: Chi*=6.51, df=5 (P = 0.26), F= 23% I t t |
Teslfo?overgl effect Z= 3I_32 (F’i U.IJIJUEI))' 001 » o1 1 Eau 10 " 100
Favours [experimental] Favours [control]

Genotipo -308G/G no modelo codominante foi associado com a protegdo contra o cancer cervical.



Tabela 6 - Meta-analise da associacéo entre 0s SNPs TNFA -308G>A e IL-10 -819C>T e cancer cervical ou SIL com HPV

Polimorfismo Frequéncias Teste de associacdo Modelo Teste de heterogeneidade Egger test G Power

Cancer cervical Casos/controles (%) OR (95% CI) Zz p-value %2 p-value 12 (%) z P

- Gen6tipos GG 1491(68.1)/1787(78.2) 0.79 (0.69 - 0.91) 3.32  0.0009 F 6.51 0.26 23 571 <0.0001 100%
X GA 577(26.3)/375(16.4) 1.35 (0.97 - 1.87) 179 0.07 R 17.95 0.003 72 9.22  <0.0001

% AA 123(5.6)/123(5.4) 0.83 (0.63 - 1.09) 134 018 F 5.36 0.37 7 037 071

e Alelos G 3559(81.2)/1813(74.5) 1.52 (0.31 - 7.56) 051  0.61 R 789.96  <0.00001 99 4.60 <0.0001 -
< A 825(18.8)/621(25.5) 1.10 (0.98 - 1.24) 164  0.10 F 6.61 0.25 24 4.01 <0.0001 -
g Modelo GG 1491(68.1)/1787(78.2) - ; ; - ; - ; ; - -
N Dominante GA+AA  700(31.9)/498(21.8) 1.31(0.95 - 1.81) 163 0.10 R 11.13 0.03 64 2.86  0.0043 -
; Modelo Recessivo ~ AA 123(5.6)/123(5.4) - - - - - - ; ; - -
= GG+GA  2068(94.4)/1656(93.1) 0.76 (0.57 - 1.01) 187 0.6 F 7.86 0.17 35 044 066 -
SIL+HPV

- Gen6tipo GG 240(88.9)/256(83.7) 1.51 (0.92 - 2.49) 1.64  0.10 F 0.10 0.75 NA NA 96%
§ GA 28(10.4)/49(16) 0.63 (0.38 - 1.04) 1.82 007 F 0.01 0.93 NA NA

2 AA 2(0.7)/1(0.3) 1.77(0.30-10.39)  0.63  0.53 F 1.67 0.20 40 NA NA

e Alelo G 508(94.1)/561(91.7) 1.39 (0.87 - 2.20) 1.38  0.17 F 0.57 0.45 NA NA -
< A 32(5.6)/51(8.3) 0.72 (0.45 - 1.15) 1.38  0.17 F 0.57 0.45 NA NA -
% Modelo GG 240(88.9)/256(80) - - - - - - - - - -
& dominante GA+AA 30(11.1)/50(20) 1.69 (1.01 - 2.82) 201  0.04 F 0.01 0.92 0 NA NA -
; Modelo Recessivo AA 2(0.7)/1(0.3) - - - - - - - - - -
= GG+GA  268(99.3)/305(99.7) 1.79(0.30-10.45) 064 052 F 0.64 0.52 41 NA NA -
_ Gen6tipos cc 87(34.9)/118(40.3) 0.80 (0.56-01.14) 124 021 F 0.27 0.61 0 NA NA 70%
S CT 126(50.6)/132(45.1) 1.25 (0.89 - 1.75) 127 0.20 F 0.48 0.49 0 NA NA

S TT 36(14.5)/43(14.7) 0.98 (0.16 - 1.58) 0.09 093 F 0.10 0.75 0 NA NA

ki Alelos C 300(60,2)/368(62.8) 0.90 (0.70 - 1.15) 0.83  0.40 F 0.03 0.86 0 NA NA -
lA—' T 198(39.8)/218(37.2) 1.11 (0.87 - 1.42) 0.83  0.40 F 0.03 0.86 0 NA NA -
é Modelo cc 87(34.9)/118(40.3) - - - - - - - - - -
NS Dominante CT+TT  162(65.1)/175(59.7) 1.76 (1.13 - 2.74) 249  0.01 F 0.53 0.47 0 NA NA -
i Modelo Recessivo TT 36(14.5)/43(14.7) - - - - - - - - - -
= CC+CT  213(85.5)/250(85.3) 0.97 (0.60 - 1.58) 011 092 F 0.14 0.71 0 NA NA -
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Figura 15 - Grafico de floresta da meta-anéalise do polimorfismo TNFA -308G>A (rs1800629)
na susceptibilidade a les&o intraepitelial escamosa com infecgéo pelo HPV

LSILHSIL with HPV Control Odds Ratio Odds Ratio
Stucy or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl M-H, Fixed, 95% CI
Marangon etal., 2013 28 73 17 62 484%  1.65[0.79, 347 ——
Mieves-Ramirez etal., 2011 22 183 13 178 506%  1.73[0.84, 3.56] T~
Total (95% CI) 256 240 100.0%  1.69[1.01, 2.82] -
Total events a0 30
_ll-_let?:rugeneltyl:l CQ ?3912 tDiT;EPD:Dg.QE);I =0% '0.01 DH 1-0 1EID'
estfor overall effect 2=2.01 (P = 0.04) Favours [experimental] Favours [control]

Gendtipos G/A+A/A no modelo dominante foram associados com aumento do risco para lesdo intraepitelial
escamosa com infeccdo pelo HPV.

Figura 16 - Grafico de funil da meta-analise do polimorfismo TNFA -308G>A (rs1800629)
na susceptibilidade ao cancer cervical

SE(og[OR])
D__ i
m
mn
i
LER]
1
i
01+ N
o
I 1 1
1 1
[
b
O
02T | q') 1
1 1]
(8] 1 1
o o
P10
k ! \
0.3+ P9
[ : [}
|r ! ‘I
! | !
1 ! 1
1 H \
0.4 ! ! B
| ! §
|I ! I|
/ i !
1
0.5 } h — A } i
0.01 0.1 1 10 100

Genotipo -308G/G no modelo codominante foi associado com a protegdo contra o cancer cervical.

Figura 17 - Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo TNFA -308G>A (rs1800629)
na susceptibilidade a lesdo intraepitelial escamosa com infeccdo pelo HPV
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Genotipos G/A+A/A no modelo dominante foram associados com aumento do risco para lesdo intraepitelial
escamosa com infeccédo pelo HPV.
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Figura 18 - Grafico de floresta da meta-analise do polimorfismo IL-10 -819C>T (rs1800871)
na susceptibilidade a lesdo intraepitelial escamosa com infeccao pelo HPV

LSILHSIL with HPV Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Chaas etal, 2013 76 17 86 115 G7.7%  1.85[1.15,331 i
Warangon etal, 2013 42 A8 HN47 ¥I% 0 1.39[049,317 —
Total (95% Cl) 175 162 100.0% 1.76[1.13, 2.74] s 2
Total events 118 a7
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estior overall effect 2= 243 (F = 0.01) Favours [experimental] Favours [contral]

Gendtipos C/T+T/T no modelo dominante foram associados com aumento do risco para leséo intraepitelial
escamosa com infec¢édo pelo HPV.

Figura 19 - Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo IL-10 -819G>A (rs1800871) na
susceptibilidade a lesdo intraepitelial escamosa com infecgéo pelo HPV
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Gendtipos C/T+T/T no modelo dominante foram associados com aumento do risco para lesdo intraepitelial
escamosa com infeccdo pelo HPV.
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6 DISCUSSAO

O céancer de colo de utero € considerado um importante problema de saude publica em
no mundo (WHO, 2018). No Brasil, lesdes no colo uterino, embora preveniveis, apresentam
uma alta frequéncia de evolucdo para o cancer cervical (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA; SILVA, 2017). Atualmente, uma vacina 4-valente
contra 0 HPV ¢é fornecida pelo Sistema unico de Satde (SUS), que contém dois tipos de HPV
de baixo risco (HPVs 6-11) e dois de alto risco (HPVs 16-18) (OSIS; DUARTE; DE SOUSA,
2014). Este tipo de vacina tem um efeito significativo na prevencdo de doencas do colo de
Utero, mas nao tem valor terapéutico (FERRIS et al., 2017). Portanto, a identificacdo de
biomarcadores genéticos relacionados ao risco de cancer cervical pode ser uma importante
ferramenta futura para o prognostico precoce da doenca (Ml et al., 2014). Neste estudo, foi
avaliada a associacdo dos polimorfismos TNFA -308 G> A (rs1800629) e I1L-10 -819 C> T

(rs1800871) na susceptibilidade ao cancer cervical em mulheres infectadas pelo HPV.

6.1 TNFA -308G>A (rs1800629)

O TNF-a é uma importante citocina pro-inflamatoéria do sistema imune que modula a
resposta imunolégica contra patogenos (WANG; DU; WANG, 2008). Varia¢des nos niveis de
TNF-o pode alterar a imunomodula¢do da inflamagdo aguda e conduzir a um fracasso ou
sucesso imunolégico frente a infeccdo pelo HPV (FARZANEH et al., 2006; LI et al., 2018).
O fracasso imunoldgico estd associado a persisténcia da infeccdo e o desenvolvimento de
cancer cervical (TORRES-POVEDA et al., 2016). Um dos fatores que podem afetar os niveis
de expressdo génica sdo polimorfismos presentes na regido promotora do gene (BAYLEY;
OTTENHOFF; VERWELJ, 2004). Polimorfismos nos genes TNFA e receptor do TNF tém
sido associados ao desenvolvimento de cancer cervical (DU et al., 2019; SINGHAL et al.,
2016). De acordo com estudos realizados in vitro, o polimorfismo TNFA -308 G>A pode
altera os niveis de expressao génica (WILSON et al., 1997). Portanto, essa capacidade do
SNP -308G>A de alterar os niveis de expressdo génica torna-o um forte candidato a
biomarcador genético de diversas doencas, incluindo a susceptibilidade a infeccéo pelo HPV e
o0 desenvolvimento de leGes pré-malignas e cancer cervical.

No presente estudo, 0 SNP TNFA -308G>A ndo apresentou associagdo significativa
com o carcinoma cervical. Corroborando com estes resultados, estudos realizados no México,
Tailandia, Estado Unidos, Argentina, Africa do Sul, Suécia, China e Brasil, ndo encontraram

associacdo entre o SNP TNFA -308 G>A e a susceptibilidade a NIC e cancer cervical
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(BARBISAN et al., 2012; CALHOUN et al., 2002; CHINCHAI et al., 2016; GOVAN et al.,
2006; IVANSSON; JUKO-PECIREP; GYLLENSTEN, 2010; MARANGON et al., 2013;
TORRES-POVEDA et al., 2016; WANG et al., 2012, 2011). Apesar da anélise do presente
estudo apresentar um moderado poder amostral (70%), os resultados foram condizentes com
os da literatura, uma vez que na maior parte das populacdes estudadas ndo identificaram
associagdo do SNP TNFA -308G>A com NIC ou céncer cervical. No entanto, é importante
ressaltar que nenhum destes estudos analisou o0 poder da amostra.

A meta-analise do polimorfismo TNFA -308G>A, realizada com diferentes
populacdes, mostrou um resultado diferente da analise encontrada na populacdo de Alagoas.
No resultado da meta-analise o0 gen6tipo -308G/G foi associado com efeito protetor contra o
cancer cervical, e os carreadores A (-308G/A+AA) foram associados com 0 aumento do risco
para SIL com HPV. Corroborando com estes achados, dois estudos sugeriram o0 genétipo -
308A/A, carreadores A (-308G/A+A/A) e alelo -308A como fator de risco para o
desenvolvimento do cancer cervical (DU et al., 2019; DUARTE et al., 2005). Por outro lado,
no estudo de Kirkpatrick (2004) e colaboradores, o genotipo -308G/G foi associado com
aumento do risco de NIC. Fatores como, diferentes perfis genéticos entre as populactes
estudadas, ambientais, desenho do estudo, método analitico, podem ter contribuido para os

resultados inconsistentes da literatura.

6.2 1L-10 -819C>T (rs1800871)

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, caracterizada principalmente pela sua
atividade imunusupressora durante as infecgdes virais (PARADKAR et al., 2014). Estudos
revelaram aumentos significativos nos niveis de IL-10 em infeccdes virais e diversos tipos de
cancer. Um estudo recente mostrou altos niveis séricos de IL-10 em pacientes com cancer
cervical, quando comparado a mulheres saudaveis (TORRES-POVEDA et al., 2016). A
predominancia local de IL-10 induz a diminuicdo na producdo de citocinas pré-inflamatoria,
tais como TNF-o e INFy, que apresentam importantes papeis nas atividades antiviral e
antitumoral (BIJIGA; MARTINO, 2011). Sendo assim, altos niveis de IL-10 podem
promover um efeito imunossupressor contra o HPV, predispondo o hospedeiro a infecgdo
persistente e o desenvolvimento de cancer cervical. SNPs presentes na regido promotora do
gene IL-10 (-1082, -819 e -592) podem alterar os niveis de expressdo génica (ESKDALE et

al., 1997). Portanto, estes SNPs podem estar associados a susceptibilidade ao cancer cervical.
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Neste estudo o genotipo -819C/T e os carreadores T (-819C/T+TT) foram associados
com aumento do risco de desenvolver cancer cervical. Curiosamente, a meta-analise mostrou
um resultado similar ao da populacdo Alagoana, onde os carreadores T (-819C/T+TT) foram
identificados como fator de risco para o desenvolvimento de cancer cervical. Corroborando
com estes resultados, o estudo de Torre-Poveda et al. (2016) encontrou uma associagdo entre
0s genotipos -819C/T e -819T/T e o aumento do risco para o cancer cervical causado por
HPV. Adicionalmente, um recente estudo sugeriu o gendtipo heterozigoto -819C/T como
fator de risco para o cancer cervical (DU et al., 2019). Em contra partida, trés estudos néo
encontraram associagdo entre o polimorfismo IL-10 -819C>T e lesGes ou cancer cervical
(CHAGAS et al., 2013; MARANGON et al., 2013; SINGHAL et al., 2015).

Outros polimorfismos na regido promotora do gene IL-10, como 0s SNPs -1082 A>G
e -592 C>A, foram associados com o cancer cervical (SHEKARI et al., 2012b; SINGHAL et
al., 2015). Além disso, um estudo que investigou as trés variantes na regido promotora do
gene IL-10 mostrou a associagdo do haplétipo GTC (-1082, -819, -592) com 0s niveis séricos
aumentados de IL-10 e suscetibilidade ao cancer cervical (SINGHAL et al., 2015). O papel da
IL-10 na carcinogénese cervical ainda ndo foi totalmente elucidado na literatura, porém todos
o0s estudos que investigaram a associacdo do polimorfismo IL-10 -819C>T mostraram que as
mulheres infectadas pelo HPV e portadoras do alelo T apresentam uma maior predisposicao
ao cancer cervical.

A limitacdo do presente estudo foi o pequeno nimero amostral do grupo caso e o
moderado poder da amostra na analise do polimorfismo TNFA-308 G> A (rs1800629). Este
estudo apresenta uma perspectiva futura na colaboracdo para uma melhor compreensdo do
papel das citocinas TNF-o e IL-10 na carcinogénese cervical, além de contribuir para a
identificacdo de biomarcadores genéticos relacionados ao aumento do risco para o cancer

cervical na infeccdo pelo HPV.



65

7 CONCLUSAO

e Os carreadores do alelo T (C/T+T/T) do SNP IL-10 -819C>T (rs1800871), foram
associadas com o aumento do risco para o desenvolvimento do céancer cervical na
infeccéo pelo HPV, na populacdo de Alagoas, Brasil.

e N&o houve associacdo significante entre o polimorfismo TNFA -308 G>A
(rs1800629) e o cancer cervical na populacdo Alagoana.

e Na meta-analise de outras populacfes, os carreadores do alelo T (-819C/T+T/T) do
SNP IL-10 -819C>T (rs1800871) e do alelo A (-308G/A+AA) do SNP TNFA -
308G>A (rs1800629) foram associados como a susceptibilidade a SIL na infeccdo
pelo HPV. Enquanto que o geno6tipo -308G/G do SNP TNFA -308G>A (rs1800629)

foi associado com o efeito protetor contra o cancer cervical.
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Abstract

Background: Single nucleotides polymorphisms (SNPs) in cytokines genes are
associated with phenotypic variations that may influence in the outcome of HPV
infection and in susceptibility to cervical cancer. This study investigated the relationship
between SNPs in cytokines genes and susceptibility to Squamous Intraepithelial Lesions
(SIL), cervical cancer and HPV infection, through a systematic review with meta-
analysis. And to investigate the effect of SNPs, we analyzed the transcription factor
binding affinity. Method: Seven electronic databases including MEDLINE, Scielo,
BIREME, PubMed, Scopus, Web of Science and Science Direct for case-controls
studies. Results: A total of 35 relevant case-control studies were meta-analyzed. SNPs
in 7NFA (rs1800629 and rs361525), IL-17 (rs2275913, rs3748067 and rs763780), /L-1B
(rs16944), IL-6 (rs1800795), IL-12 (rs3212227 and rs568408) genes, were associated
with protective effect or increased risk for cervical cancer. Protective association was
observed between SNPs in /2-/0 (rs1800871), IFNG (rs2430561), TNFA (1800629)
genes and SIL in women confirmed with HPV infection. Conclusion: Overall, 11 SNPs
in cytokines genes were associated with decreased (protection) or increased risk to SIL
and cervical cancer. Therefore, in our meta-analysis these SNPs are potential candidates
for predicting to identify cases of high risk for SIL and cervical cancer.
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Highlights

. TNF-a rs1800629 -308A/G was associated with a protective effect for the
control group compared with the MeDi without SA group.

. The TNF-a rs1800629 -308G allele was a possible risk factor for MeDi
compared with the control group in females.

. Carrier A (A/G+A/A) was a protective factor for the control group compared
to MeDi in females.

. Young adults, low educational level, single, unemployed, religious and had a
family history of MeDi have a history of SA.

. The quality of life of patients with MeDi and SA was more affected for all
assessed domains.

. Psychotic syndrome, obsessive-compulsive, post-traumatic stress,
depression, manic and anxiety presented risk for SA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Objective: To evaluate gene polymorphisms and their association with susceptibility to
Received 15 Jul 2017 dengue.

Received in revised form 23 Aug Methods: A retrospective case-control study was performed with 262 subjects,
2017 comprising 78 dengue fever (DF) patients, 49 dengue hemorrhagic fever (DHF) patients

Accepted 24 Sep 2017 and 135 healthy controls. Genotypic and allelic profiles were identified using polymerase
Auvailable online 28 Oct 2017 chain reaction based in real time and amplification-refractory mutation system.
Results: We observed a protective association of IL-10 (=819 C/T) C allele (P = 0.028,
o OR = 0.56, CI = 0.34-0.91) against DHF, while the C/T (P = 0.047, OR = 2.10,
Immune system CI = 1.01-4.38) and T/T (P = 0.008, OR = 3.82, CI = 1.38-10.59) genotypes were
IENG associated with DHF and DF, respectively. The dominant model 7NFA -308 GA + AA
TNFA (P =0.043, OR = 0.45, CI = 0.20-1.00) genotypes were found to have protective effect
1L-10 against dengue infection. A protective association among the IFNG (+874 A/T) A/T
Dengue genotype against DF (P = 0.02, OR = 0.46, CI = 0.24-0.89) and DHF (P = 0.034,
Polymorphism OR = 0.43, CI = 0.19-0.95) was observed. When the studied single-nucleotide poly-
morphism was analyzed in combination, the combination GTA (P = 0.022, OR = 2.95,
CI=1.18-7.41) was statistically significantly associated with susceptibility to DF and the
combination GCT (P = 0.035, OR = 0.28, CI = 0.08-0.90) with protection against the
development of DHF.
Conclusions: This research identifies the association of the IFNG (+874 A/T), TNFA
(=308G/A), IL-10 (=819 C/T) genotypes as a factor for protection, susceptibility and
severity to dengue.
1. Introduction countries and the World Health Organization estimated a 50—

100 million dengue infections reported worldwide each year

Dengue is a public health problem and its incidence has a 3. However, a cartographic study estimated that there are
wide geographical spread [1.2]. It is endemic in more than 100  approximately 390 million dengue cases per year around the
world including symptomatic and asymptomatic [41. According

to the Pan American Health Organization in 2015, Brazil was
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the country that reported most cases of dengue in the
Americas with 1 649 008 of suspected dengue records and an
incidence rate of 820.27 cases [51.

Dengue infection presents diverse a wide spectrum of clinical
presentation, from asymptomatic and mild dengue fever (DF), to
the most serious forms: dengue hemorrhagic fever (DHF) and
dengue shock syndrome. DHF is characterized by increased
vascular permeability, followed by vascular leakage, which
promotes the appearance of hemorrhagic manifestations and
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caracterizada por manifestagdes como a sindrome hemorragica de choque na dengue (DSS). Esse é um
estudo de casos e controles que busca demonstrar, a exemplo de outros ja realizados, a relagao entre os
polimorfismos genéticos no sistema imune inato humano e respostas diferenciais a infecgdo ocasionada
pelo Virus da dengue, de forma que estejam associados com uma maior susceptibilidade a esta infeccéo,
promovendo uma progressdo mais grave para a doenga. Os pacientes e casos controle do

estudo serdo do agreste alagoano. A genotipagem sera realizada utilizando combinagao entre reagéao em
cadeia da polimerase (PCR) e andlise dos fragmentos gerado por enzimas de restricdo (PCR-RFLP). O foco
do estudo sera os genes do Fator de necrose tumoral, IL-10 e complemento (C3 e C4). Todos os resultados
serdo analisados e publicados com o intuito de gerar e ampliar competéncia cientifica em grupo de pesquisa
em polimorfismos.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

- Identificar a presenga do HPV por PCR em amostras cervicais;

- Avaliar os principais marcadores genéticos (polimorfismos) de risco envolvidos nas

infecgbes por HPV;

- Investigar os fatores de risco socioambientais para o cancer cervical em mulheres infectadas;

- Avaliar a associagao de polimorfismos dos genes envolvidos na resposta imune inata humana e a
susceptibilidade a infecgdo pelo virus HPV;

- |dentificar a correlagéao dos polimorfismos com os fatores ambientais para a predisposigéo de infecgao por
HPV com a construgéo do banco de dados;

- Mensurar a atividade e expressao de enzimas humanas e proteinas presentes nas amostras das pacientes
atendidas no SUS;

- Realizar diagnosticos de biologia molecular e celular na plataforma diagnéstica;

- Identificar os tipos de virus circulantes na populagéo de mulheres do agreste alagoano.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa se classifica como risco minimo e sera utilizado o sangue do individuo saudavel ou com o virus
do HPV com o consentimento do mesmo. A coleta sanguinea & um procedimento simples e que néo traz
nenhum risco para a populagao de estudo, e sera realizada utilizando as boas praticas laboratoriais. No
momento da coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da pungao da veia. Complicagdes de
coleta de sangue

rotineira sdo raras e geralmente de pequeno porte. O acesso ao prontuario do paciente podera conter
informagGes pessoais e sigilosas, e a exposigdo dessas podera ser constrangedora para os participantes da
pesquisa. Porém, os pesquisadores envolvidos afirmam que os resultados da pesquisa nao terdo os
pacientes identificados. O sigilo e a privacidade do pesquisado sera mantida e apds o término da
pesquisa,os resultados

serdo divulgados em encontros cientificos e em publicagdo em revistas especializadas.

Beneficios:

Todos os resultados serao analisados com o intuito de gerar e ampliar o conhecimento sobre o polimorfismo

na doencga e informagodes referentes ao acompanhamento, caso esteja ocorrendo com algum dos sujeitos .

Obter na populacao de estudo a frequéncia génica na populagédo normal e com HPV, bem como o efeito do
polimorfismo no organismo com a doenga.
O Relator ndo entende que a minimizagao dos riscos encontrem-se adequados a resolucao
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Todos os termos foram apresentados de acordo com a Resolucédo 466/12

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
As solicitagdes apontadas para adequagao do protocolo de pesquisa foram realizadas, portanto o mesmo
encontra-se de acordo com a 466/12.
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Telefone: (82)3214-1041 Fax: (82)3214-1700 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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ANEXO Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe com
consentimento livre e esclarecido dos participantes, individuos ou grupos que, por si e/ou por
seus representantes legais, manifestem a sua anuéncia da participa¢cdo na pesquisa.”(

Resolugéo n° 466/12 — V, do Conselho Nacional de Saude)

Vocé esta sendo convidado para participar, como voluntaria, na pesquisa “ANALISE
DE POLIMORFISMOS EM GENES RELACIONADOS COM HPV EM AMOSTRAS
CERVICAIS NAS PACIENTES ATENDIDAS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE DO
AGRESTE ALAGOANO”. Apds ser esclarecida sobre os objetivos do projeto, e no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento que estd em duas vias. Uma
delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera
penalizada de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o comité de ética em

pesquisa da Universidade Federal de Alagoas pelo telefone (82) 3214-1041.

Os objetivos principais deste estudo constituem o desenvolvimento de métodos de
diagndstico precoce, rapido, eficiente e de baixo custo para doencas causadas pelo
papilomavirus, como por exemplo, o cancer do colo do utero, bem como, a formulacdo de
novos medicamentos que possam ser usados na prevencdo da infeccdo ou no tratamento da

doenca causa por este micrébio.

Participar desta pesquisa € uma op¢do e no caso de nao aceitar participar ou desistir
em qualquer fase da pesquisa fica assegurado que ndo havera perda de qualquer beneficio no
tratamento que estiver fazendo. Caso aceite participar deste projeto de pesquisa gostariamos

que soubesse que:

A) Sua contribuicdo consiste na doacdo de sangue e/ou SWAB bucal (utilizando a escovinha
com uma leve pressdo na mucosa da boca), células epiteliais e/ou biopsia para diagnosticos
laboratoriais a partir de amostras da regido perineal, vulva, vagina e/ou colo do Utero. A coleta
de sangue ndo faz parte do procedimento padrdo de exames ginecoldgicos implementados

pelo Ministério da Saude, sendo este um desconforto adicional. O estudo consistird ainda em
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entrevista semi-estruturada e acesso ao seu prontuario, arquivado na unidade de saude em que

ele esteja arquivado, municipio de Arapiraca - AL.

B) Neste projeto, sua identidade sera totalmente preservada. Fica claro que vocé como
participante ndo terd ganho ou perda financeira relacionada com a participacao no projeto, e a

qualquer momento pode desistir de colaborar da pesquisa.

C) Com a participacdo no projeto as informacGes geradas pelo diagnostico serdo informadas
através da equipe do posto de saude em que vocé foi atendida, e no caso de necessidade de
tratamento serd dado o encaminhamento devido.

C) Assim como num exame ginecologico periddico, existe apenas um desconforto no
momento da observacdo do colo do Utero, de onde sera feita uma coleta. Os riscos
relacionados a coleta de sangue, que ndo faz parte do exame ginecoldgico periodico, sdo: leve
desconforto no momento da coleta, e possibilidade de surgimento de um pequeno trauma no
local da coleta que desaparecera apds 24 ou 48 horas. Os riscos a minha saude fisica e mental
sdo minimos. Eu terei como beneficio ser informado (a) do resultado da minha contribuicdo e

da pesquisa em geral.

D) As informagdes obtidas desta pesquisa serdo publicadas em congressos, jornais e revistas
cientificas, bem como, veiculadas em meios de acesso do publico em geral, sempre
respeitando o sigilo dos participantes da pesquisa. Os produtos e servigos obtidos a partir
desta pesquisa serdo disponibilizados a toda a populacdo, principalmente aos colaboradores

do referido projeto.

E) O estudo se destina as mulheres atendidas nas unidades de satde publica do municipio de

Arapiraca - AL. Esse estudo comecard em Maio 2014 e terminard em Maio de 2016.

Tendo sido convidado(a) a participar como voluntario(a) do estudo; recebi da pesquisadora
profd, Mcs Karol Fireman de Farias do curso de graduacdo em enfermagem — UFAL -
Campus Arapiraca, responsavel por sua execucdo, as seguintes informacfes que me fizeram

entender sem dificuldades e sem ddvidas os seguintes aspectos:
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Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do
estudo. Que as informacgBes conseguidas através da minha participagdo no estudo néo
permitirdo a identificacdo da minha pessoa, exceto pelos responsaveis, e que a divulgacdo das
mencionadas informacdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto. Que nao
havera ressarcimento de despesas, caso eu apresente algum custo na realizacdo desta
pesquisa e de que eu ndo serei indenizado por qualquer dano que venha a sofrer com a

participacdo na pesquisa.

F) Caso aceite participar, uma copia deste termo onde consta 0 nome, telefone e endereco do
principal pesquisador, serd disponibilizada para o esclarecimento de davidas sobre o

desenvolvimento projeto a qualquer momento.

Declaro ter recebido as devidas explicacfes sobre a referida pesquisa, que a participacdo €
voluntaria e que minha desisténcia podera ocorrer em qualquer momento sem que ocorram
quaisquer prejuizos fisicos, mentais ou no acompanhamento deste servigo.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participacdo no mencionado estudo estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implicam, concordo
em dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO
EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Eu,
(nome da paciente)
portadora do RG , residente
fone:

aceito participar desta pesquisa.
Nome da mae:

Endereco do(a) participante-voluntario(a):

Domicilio: (rua, praca, conjunto)

Bloco,n°

Complemento: Bairro:

CEP/cidade: Telefone:




Ponto de Referéncia:

Endereco da responsavel pela pesquisa:

Sr.(a): Karol Fireman de Farias

Endereco: Rua Sao Cristovéo, n° 302.

Bairro: Primavera, Cidade: Arapiraca-AL CEP: 57304-400
FONE: (82) 9620-6444 / 8174-8192

E-mail: karolfireman@hotmail.com

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua

participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.O.C. , Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria. Maceio-

AL. Telefone: 82 3214-1041

Arapiraca, de de 2014.

Assinatura da paciente

Assinatura do pesquisador

Assinatura da testemunha 1

Assinatura da testemunha 2

Certos de poder contar com sua autorizagdo, colocamo-nos a disposi¢do para esclarecimentos,

através dos telefones (82) 9620-6444 / 81748192, falar com Karol Fireman de Farias,
pesquisadora responsavel pela pesquisa.
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ANEXO 111 - Protocolo do kit comercial para extracdo de DNA

o
Promega

3.D. Isolating Genomic DNA from Tissue Culture Cells and Animal Tissue

Materials to Be Supplied by the User

. 1.5ml microcentrifuge tubes

. 15ml centrifuge tubes (for animal tissue)

. small homogenizer (Fisher Tissue Tearor, Cat.# 15-338-55, or equivalent) (for animal tissue)
. trypsin (for adherent tissue culture cells only)

. PBS (for tissue culture cells)

. liquid nitrogen (?tional; for tissue culture cells, Step 1.d; for animal tissue grinding, Step 2.b, in place of small
homogenizer; and for mouse tail, Step 3.b)

. mortar and pestle (optional; for animal tissue grinding, Step 2.b, in place of small homogenizer; and for mouse
tail, Step 3.&)

. 95°C water bath (optional; for tissue culture cells, Step 1.d)

. water bath, 37°C

. isopropanol, room temperature

. 70% ethanol, room temperature

. water bath, 65°C (optional; for rapid DNA rehydration)

. 0.5M EDTA (pH 8.0) (for mouse tail)

. Proteinase K (20mg/ml in water; Cat.# V3021) (for mouse tail)
. 55°C water bath (for mouse tail)

1.  Tissue Culture Cells
a.  Harvest the cells, and transfer them to a 1.5ml microcentrifuge tube. For adherent cells, trypsinize the cells
before harvesting.
b.  Centrifuge at 13,000-16,000 x g for 10 seconds to pellet the cells.
c.  Remove the supernatant, leaving behind the cell pellet plus 10—50pl of residual liquid.
d.  Add 200pl PBS to wash the cells. Centrifuge as in Step 1.b, and remove the PBS. Vortex vigorously to
resuspend cells.

Note: For cells that do not lyse well in Nuclei Lysis Solution alone (e.g., PC12 cells), perform an additional
freeze-thaw step as follows before proceeding to Step 1.e: Wash the cells as in Step 1.d; then freeze in liquid
nitrogen. Thaw the cells by heating at 95°C. Repeat this procedure for a total of 4 cycles.

e.  Add 600pl of Nuclei Lysis Solution, and pipet to lyse the cells. Pipet until no visible cell clumps remain.
£ Proceed to Section 3.D, Step 4.

2. Animal Tissue (Mouse Liver and Brain)
a.  Add 600ul of Nuclei Lysis Solution to a 15ml centrifuge tube, and chill on ice.

b.  Add 10-20mg of fresh or thawed tissue to the chilled Nuclei Lysis Solution and homogenize for 10 seconds
using a small homogenizer. Transfer the lysate to a 1.5ml microcentrifuge tube. Alternatively, grind tissue
in liquid nitrogen using a mortar and pestle that has been prechilled in liquid nitrogen. After grinding,
allow the liquid nitrogen to evaporate and transfer approximately 10—20mg of the ground tissue to 600ul
of Nuclei Lysis Solution in a 1.5ml microcentrifuge tube.

10  Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Toll Free in USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
TMO50 - Revised 5/17 www.promega.com
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ANEXO 1V — Protocolo de extracdo de DNA gendmico por NaCl (salting out)

1

Aos tubos contendo swab adicionar 600ul (para tubos de 2ml) ou 400ul(para
tubos de 1,5ml) de TES (Tris HCL 10mM pH 7,6; EDTA 1mM; SDS 0,6%) e 7
ul(para 600 ul) oulQ wl (para 400 ul) de proteinase K (10mg/ml);

Incubar por 2h a 42°C;

Apds a incubacao retirar o swab (este passo exige 0 maximo de cuidado para a
retirada da escova que deve ser realizada com uma pinga pequena e exclusiva para
0 procedimento);

Adicionar 84ul (para 600 pl)ou 116 pl (para 400 pl) de NaCl e agitar
manualmente com vigor;

Centrifugar por 1 minuto a 15.000%g;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo e adicionar 2 vezes (800 ul) o
volume de etanol absoluto;

Agitar e centrifugar os tubos por 1 minuto a 15.000%g;

Descartar o etanol absoluto e adicionar 1ml (1000 pl) de etanol a 70%;

Inverter os tubos diversas vezes para lavar o pellet;

Centrifugar os tubos por 1 minuto a 15.000xg e desprezar o sobrenadante;

Deixar os tubos abertos por 30min invertidos em papel limpo, para evaporagdo do
etanol residual;

Dissolver o DNA em 60ul de TE 10:0,1 (Tris HCL 10mM pH 7,6; EDTA 1mM)
OBS: Passar no vortex;

A concentracdo de DNA obtida € em torno de 80ng/ul.



