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RESUMO

O céncer do colo do utero se configura como uma das principais causas de morte entre mulheres
no mundo, representando o quarto tipo mais frequente e a quarta maior causa de morte por
cancer na populacdo feminina mundial. Esta neoplasia maligna atinge, sobretudo, mulheres
socioeconomicamente vulneraveis e aproximadamente 90% dos casos estdo associados a
infeccdo por HPV de alto risco. Além disso, fatores imunoldgicos e genéticos, como 0s
Polimorfismos de Nucleotideo Simples (SNPs) presentes em genes do hospedeiro podem
desempenhar uma importante funcdo na eliminacgdo do virus ou na susceptibilidade ao cancer
cervical, como os SNPs em genes do receptor Toll-like 4 (TLR4) e da Oxido Nitrico Sintase
Induzivel (iNOS). Desta forma, o presente estudo teve como objetivo analisar a associacéo dos
polimorfismos dos genes TRL4 896 A>G (rs4986790) e iNOS -1173 C>T (rs9282799) com o
cancer do colo uterino em mulheres infectadas pelo HPV em uma amostra da populagdo de
Alagoas, Brasil. Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, onde foram genotipadas 99
amostras para o gene TRL4 896 A>G (72 controles saudaveis, 27 casos de cancer cervical
HPV+) e 120 amostras para 0 iINOS -1173 C>T (82 controles saudaveis, 38 casos de cancer
cervical HPV+) por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real.
Adicionalmente, foi realizada uma reviséo sistematica e meta-analise do polimorfismo TLR4
896 A>G (rs4986790). No estudo caso-controle, os resultados referentes ao SNP 896 A>G no
gene TLR4 mostraram uma diferenca estatisticamente significativa na comparacdo das
frequéncias alélicas e genotipicas, onde o alelo 896G (p=0,01; RC com 95% 1C=5,87 [1,41-
24,40]) e o gendtipo 896A/G foram associados ao aumento do risco de cancer cervical (p=0,01;
RC com 95% 1C=6,57 [1,51-28,56]). Isto demonstra que ao comparar 0 homozigoto 896A/A
com o heterozigoto 896A/G a presencga de um alelo G foi suficiente para aumentar o risco. O
poder amostral foi de 100% e a populacdo estava de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,63). Os resultados da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G
(rs4986790) ndo demonstraram associacOes significativas, divergindo dos resultados
encontrados na populacdo do agreste alagoano. Tal fato pode ser explicado devido a escassez
de estudos de associacdo entre 0 SNP TLR4 896 A>G (rs4986790) e o cancer cervical, assim
como o baixo numero amostral dos estudos incluidos na meta-analise. Na analise geral da
associacao entre a variante polimorfica -1173C>T do iNOS e o cancer cervical, nenhuma
associacao foi encontrada. O genotipo raro -1173T/T ndo foi identificado em nenhum grupo e
0 heterozigoto -1173T/C apresentou uma baixa frequéncia nesta populacdo. A distribuicdo das
frequéncias genotipicas da populacdo estava de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,88). Conclui-se que o alelo G no SNP TLR4 896 A>G (rs4986790) representa um fator de
risco para o cancer do colo uterino na populacdo do agreste alagoano. Na meta-analise com
outras populagbes, ndo foram encontradas associagdes. O SNP iNOS -1173 C>T ndo foi
associado ao cancer cervical nesta populacdo. Entretanto, os resultados referentes ao
polimorfismo do gene iNOS -1173 C>T sdo inconclusivos devido ao tamanho limitado da
amostra, que apresentou um baixo poder amostral.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Cancer do colo do utero. HPV. Receptor Toll-Like 4.
Oxido Nitrico Sintase Tipo Il. Alagoas.



ABSTRACT

Cervical cancer is one of the leading causes of death among women in the world, representing
the fourth most frequent and fourth leading cause of cancer death in the female population
worldwide. This malignant neoplasm mainly affects socioeconomically vulnerable women and
approximately 90% of cases are associated with high-risk HPV infection. In addition,
immunological and genetic factors such as Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) present
in host genes may play an important role in virus clearance or cervical cancer susceptibility,
such as SNPs in Toll-Like Receptor 4 genes (TLR4) and Inducible Nitric Oxide Synthase
(INOS). Thus, the present study aimed to evaluate the association of TRL4 896 A>G
(rs4986790) and iNOS -1173 C>T (rs9282799) gene polymorphisms with cervical cancer in
women infected with HPV in a sample of the population of Alagoas, Brazil. This is a case-
control study, where 99 samples were genotyped for the TRL4 896 A>G gene (72 healthy
controls, 27 cases of HPV+ cervical cancer) and 120 samples for iNOS -1173 C>T (82 healthy
controls, 38 cases of HPV+ cervical cancer) using the real-time Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique. Additionally, a systematic review and meta-analysis of the TLR4 896 A>G
(rs4986790) polymorphism was performed. In the case-control study, the results referring to
SNP 896A>G in the TLR4 gene showed a statistically significant difference when comparing
allele and genotypic frequencies, where the 896G allele (p=0.01; OR with 95% CI1=5.87 [1.41-
24.40]) and 896A/G genotype were associated with increased risk of cervical cancer (p=0.01;
OR with 95% CI=6.57 [1.51-28.56]). This demonstrates that when comparing the 896A/A
homozygote with the 896 A/G heterozygote the presence of a G allele was sufficient to increase
the risk. The sampling power was 100% and the population was in agreement with the Hardy-
Weinberg equilibrium (p=0.63). The results of the meta-analysis of the TLR4 896 A>G
(rs4986790) polymorphism did not demonstrate significant associations, differing from the
results found in the population of Alagoas. This fact can be explained by the scarcity of
association studies between the SNP TLR4 896 A>G (rs4986790) and cervical cancer, as well
as the low sample size of the studies included in the meta-analysis. In the overall analysis of
the association between the polymorphic variant -1173C>T of iNOS and cervical cancer, no
association was found. The rare genotype -1173T/T was not identified in any group and the
heterozygote -1173T/C had a low frequency in this population. The distribution of genotypic
frequencies in the population was in accordance with the Hardy-Weinberg equilibrium
(p=0.88). It is concluded that the G allele in the SNP TLR4 896 A>G (rs4986790) represents a
risk factor for cervical cancer in the population of Alagoas. In the meta-analysis with other
populations, no associations were found. The iINOS -1173 C>T SNP was not associated with
cervical cancer in this population. However, the results regarding the polymorphism of the
INOS -1173 C>T gene are inconclusive due to the limited sample size, which presented a low
sampling power.

Keywords: Polymorphism. Cervical cancer. HPV. Toll-Like Receptor 4. Nitric Oxide Synthase
Type 1. Alagoas.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo do utero € um importante problema de salde publica, principalmente
em paises em desenvolvimento. Ao nivel global, representa a quarta causa de morte por cancer
na populagdo feminina (WHO, 2019; INCA, 2019). No Brasil, ocupa a terceira posi¢ao e as
taxas de mortalidade (ajustadas pela populacdo mundial) nas Regides Norte (9,52/100 mil),
Nordeste (5,58/100 mil) e Centro-Oeste (5,25/100 mil) estdo acima do indice nacional
(4,60/100 mil) (INCA, 2020). Os altos indices de mortalidade nestas Regides estdo associados
a vulnerabilidade social, visto que mulheres socialmente vulneraveis estdo mais expostas aos
fatores de risco e possuem dificuldade de acesso ao rastreamento, ao diagndstico precoce e ao
tratamento adequado (KOCK et al., 2020; FERNANDES et al., 2019).

Devido ao alto impacto causado por esta neoplasia, em 1998 foi criado o Programa
Nacional de Combate ao Céancer do Colo do Utero, visando controlar a doenca. Posteriormente,
foi publicada a Portaria n°408/99 acerca da criagédo do Sistema de Informacdo do Cancer do
Colo do Utero (SISCOLO), como fruto de uma parceria entre o Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA) e o Departamento de Informatica do SUS (DATASUS)
(INCA, 2021a).

Diante da persisténcia da relevancia do problema, o Ministério da Saude desenvolveu
ao longo dos anos diversas portarias, politicas e diretrizes para reduzir a incidéncia e a
mortalidade por cancer do colo uterino. Em 2021, foi desenvolvido o novo Plano de Acdes
Estratégicas para o Enfrentamento das Doencas Cronicas e Agravos ndo Transmissiveis no
Brasil (2021-2030), tendo como uma das metas reduzir em 20% a mortalidade prematura por
cancer cervical (BRASIL, 2021a; INCA, 2021a). No mesmo ano foi instituida a Camara
Técnica Assessora para o enfrentamento do Cancer de Colo do Utero no ambito da Atengéo
Primaria a Saude, por meio da Portaria n°® 84/21 (BRASIL, 2021b).

Esses esforcos ao longo das décadas se devem ao fato de que apesar da gravidade do
problema, o carcinoma do colo uterino é uma doenca prevenivel, de desenvolvimento lento e
que esta associada a multiplos fatores de risco como o comportamento sexual e reprodutivo, o
tabagismo, a vulnerabilidade socioecondmica, as infec¢es sexualmente transmissiveis (IST) e
os determinantes genéticos e imunoldgicos, sendo o principal destes fatores a infeccdo
persistente pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco oncogénico (YUAN et al., 2021,
INCA, 2016; CHELIMO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2006; ZUR HAUSEN, 2000).

Apesar da infeccdo por HPV de alto risco desempenhar um papel fundamental na

progressao para o cancer cervical, ainda ha muitas lacunas na literatura sobre 0os mecanismos
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da resposta imune contra 0 HPV que conduzem a infeccdo persistente e a susceptibilidade ao
cancer do colo uterino (YANG; CHENG; LI, 2017; KOSHIOL et al., 2008). Estudos
demonstraram que a histéria natural da infeccdo por HPV e a progressao para o cancer cervical
pode variar entre os individuos devido aos fatores genéticos, como os Polimorfismos de
Nucleotideo Simples (SNPs) (ISAKOVA et al., 2019; DENG et al., 2017). Esses SNPs podem
desempenhar uma importante funcdo na eliminacdo do virus ou na susceptibilidade ao cancer
cervical, a exemplo dos SNPs em genes de receptores Toll-like (TLRs) e da Oxido Nitrico
Sintase Induzivel (iNOS) (MOURA et al., 2022; PANDEY et al., 2019; SOWJANYA et al.,
2016; LEE et al., 2007).

Segundo Yang et al. (2017) o HPV ¢ capaz de causar interferéncia na expresséo e na
regulacao das vias de sinalizacdo dos receptores Toll-like, induzindo uma infec¢éo persistente.
O receptor Toll-like 4 (TLR4) esta localizado na superficie celular e a sua expressdo foi
identificada em tecidos do colo uterino com cancer, cuja ativagcdo pode estar relacionada a
respostas pro ou antitumorais (YANG; CHENG,; LI, 2017; YU et al., 2010).

A sinalizacdo desse receptor pode acontecer tanto pela via dependente do fator de
diferenciacdo mieloide humana 88 (MyD88) quanto pela via independente. E ao se ligar aos
lipopolissacarideos (LPS) induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias e a modulagédo de
outras diversas moléculas, como a Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS ou NOS2). Essa
isoforma produz maiores quantidades de Oxido Nitrico (NO), no entanto, com um intervalo
maior de tempo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; PANDEY et al.,, 2018; YANG,;
CHENG,; LI, 2017). Assim como o receptor Toll-like 4 (TLR4), a enzima Oxido Nitrico Sintase
Induzivel (INOS ou NOS2) também exerce um importante papel no processo de carcinogénese,
visto que pode desempenhar tanto fungdes favoraveis ao desenvolvimento do cancer quanto
funcdes anticancerigenas (VANNINI; KASHFI; NATH, 2015).

A importéncia do TLR4 e a via de sinalizacdo iNOS no cancer do colo do uterino se da
pelo fato de que foi identificada uma grande expressdo da via TLR4/iNOS nesse tipo de
carcinoma, onde foi sugerida também uma associa¢do entre os genes dessa via e a infeccéo por
HPV de alto risco oncogénico. O TLR4 é um gene bastante polimorfico e a sua ativacao pelos
lipopolissacarideos (LPS) inicia respostas inflamatorias que interferem nos niveis de expressdo
de iNOS, cuja regulacdo desses niveis esté ligada a citocinas inflamatdrias, como o interferon-
gama (IFN- vy), o fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) e a interleucina-1 (IL-1). Além disso,
0 TLR4 ao ativar o fator nuclear kappa B (NF-xB) e a proteina quinase ativada por mitégeno

(MAPK) interfere na transcri¢do da iNOS na resposta inflamatoria, visto que a regulacéo dessa
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isoforma é pelas vias NF- kB ¢ MAPK (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; PANDEY et
al., 2018; YANG; CHENG,; LI, 2017; DENG et al., 2015).

Apesar dessas associacoes, as variagdes genéticas presentes nos genes TLR4 e iNOS que
influenciam nessas respostas imunoldgicas ainda carecem de investigacdo acerca do seu papel
no processo de carcinogénese cervical, visto que as evidéncias sobre a associacdo dos
polimorfismos genéticos nestes genes em mulheres com cancer cervical ainda séo limitadas,
principalmente na populagéo brasileira.

Assim, o presente trabalho prope a investigacdo de SNPs nos genes TLR4 e iINOS em
mulheres com cancer do colo uterino e HPV+ no estado de Alagoas, até entdo nunca
investigados nesta populacao e norteado pela seguinte pergunta: Qual a relacdo entre os SNPs
TRL4 896 A>G (rs4986790) e iINOS -1173 C>T (rs9282799) com o cancer do colo uterino em
mulheres infectadas pelo HPV no estado de Alagoas?

Diante do exposto, a hipdtese levantada é de que SNPs presentes nos genes TRL4 896
A>G (rs4986790) e iINOS -1173 C>T (rs9282799) podem causar alteracdes na resposta imune
conduzindo a infecgdo persistente por HPV e o desenvolvimento do cancer do colo uterino.
Logo, o presente estudo teve como objetivo analisar a associagdo dos polimorfismos dos genes
TRL4 896 A>G (rs4986790) e INOS -1173 C>T (rs9282799) com o cancer do colo uterino em

mulheres infectadas pelo HPV em uma amostra da populacdo de Alagoas, Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia do cancer do colo do utero

O céncer do colo do utero se configura como uma das principais causas de morte entre
mulheres no mundo, representando o quarto tipo mais frequente e a quarta maior causa de morte
por cancer na populagdo feminina mundial (WHO, 2019; INCA, 2019). Em 2020 foram
registrados 604.127 novos casos de neoplasias cérvico-uterinas e 341.831 6bitos, cujo ranking
é liderado por paises em desenvolvimento (GLOBOCAN, 2020).

No Brasil, é a terceira neoplasia maligna que mais acomete as mulheres, excetuando-se
o cancer de pele ndo melanoma. Estima-se que para cada ano do triénio 2020-2022 surgirdo
16.590 novos casos, com um risco estimado de 15,43/100 mil mulheres. Os canceres mais
incidentes em mulheres brasileiras sdo de mama (29,7%), célon e reto (9,2%) e colo do utero
(7,4%). Este altimo, desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, ocupa o segundo lugar
nas regides Norte (21,20/100.000), Nordeste (17,62/100.000) e Centro-Oeste (15,92/100.000)
do Brasil (Figura 1) (INCA, 2019).

Figura 1 - Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por neoplasia maligna do colo

do Utero, por 100 mil mulheres, estimadas para o triénio 2020-2022.
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Fonte: Adaptado de INCA (2022).
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Segundo dados do Sistema de Informacdes de Cancer (SISCAN), no periodo de 2019 a
2021 foram diagnosticados 12.765 casos de neoplasia maligna do colo do Utero na regido
Nordeste, destes, 744 eram referentes ao estado de Alagoas. Em 2021, foi registrada uma
reducdo de 50,7% no nimero de diagndsticos no Nordeste e de 64,7% em Alagoas, quando
comparado ao numero de diagnosticos notificados no ano de 2020 (DATASUS, 2022). Essa
diminuicdo esta relacionada aos impactos causadas pela pandemia da COVID-19 nos servicos
de salde, atrasando o rastreamento e o diagnéstico de doengas como o cancer do colo do uterino
(CAVALCANTI et al., 2022; INCA, 2020).

2.2 Fatores de risco para o desenvolvimento do cancer do colo uterino

O céncer, também denominado como tumor maligno ou neoplasia maligna, € uma
doenca genética, simplificadamente definida como o crescimento celular anormal resultante do
acumulo de mutac6es no DNA das celulas. A transformacdo de células normais em células
tumorais aliada a incapacidade de identificacdo e destruicdo dessas células cancerosas pelo
sistema imunoldgico, geralmente resulta na progressdo de uma lesdo pré-cancerigena para o
cancer. No caso do cancer do colo uterino esse processo pode levar até 20 anos e alguns fatores
de risco estdo associados ao desenvolvimento da doenca (ZHANG et al., 2020; OPAS, 2020;
ROY; SAIKIA, 2016; INCA, 2016).

Os principais fatores de risco para o surgimento do cancer cervical sdo a vulnerabilidade
socioeconbmica, o tabagismo, o inicio precoce da atividade sexual, a multiplicidade de
parceiros, a multiparidade, a predisposicao genética e imunoldgica e as infec¢Bes sexualmente
transmissiveis, especialmente a infeccdo persistente por HPV de alto risco, sendo este o
principal fator associado a doenga, presente em cerca de 90% dos casos de cancer do colo
uterino. Atualmente, as principais medidas para a prevencdo do céancer cervical s&o o
rastreamento de lesbes em colo uterino e e a vacinacdo contra o0 HPV (YUAN et al., 2021;
INCA, 2016; CHELIMO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2006).

A vulnerabilidade socioecondmica interfere diretamente na incidéncia, na mortalidade,
na sobrevida e na qualidade de vida das mulheres com céancer do colo uterino, visto que
mulheres em situacao de vulnerabilidade social apresentam maior exposicao aos fatores de risco
e sofrem com a desigualdade de acesso ao exame para rastreamento, o diagnostico tardio e as
barreiras para o inicio do tratamento (KOCK et al., 2020; INCA, 2020; FERNANDES et al.,
2019).
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O tabagismo representa um fator de risco para o cancer do colo uterino devido as
alteragcdes causadas no organismo pela nicotina e por cerca de 60 substancias cancerigenas
presentes no cigarro, como a nitrosamina cetonica derivada da nicotina (NNK) e o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) (MOIR et al., 2008; HECHT, 2006; HECHT,
2003). Além do tabagismo ativo, o tabagismo passivo também foi associado em alguns estudos
com o aumento do risco de lesdes pre-cancerigenas e de cancer do colo uterino
(NATPHOPSUK et al., 2012; WARD; BERENSON; BREITKOPF, 2011; TSAI et al., 2007
TAY; TAY, 2004).

O inicio precoce da atividade sexual e a multiplicidade de parceiros sdo considerados
fatores de risco, pois aumentam as chances de contaminacdo por HPV de alto risco, que é o
principal fator etiolégico do cancer do colo do utero (INNERHOFER; KOFLER;
RIECHELMANN, 2020; SEPULVEDA-CARRILLO; GOLDENBERG, 2014; LENSELINK;
2008).

No tocante a multiparidade, acredita-se que a sua associa¢cdo com 0 cancer cérvico-
uterino se deve a eversao do epitélio colunar para a ectocérvice (ectopia), causada pela elevada
quantidade de estrogénio e progesterona durante a gestacao e pelos traumas no colo do Gtero
no parto. Este fendmeno, por sua vez, acaba tornando a jungdo escamocolunar (JEC) mais
exposta e vulneravel a infeccdo por HPV. E importante salientar que o uso de anticoncepcionais
orais também pode causar ectopia (INTERNATIONAL COLLABORATION OF
EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF CERVICAL CANCER, 2006; SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004).

2.3 Papilomavirus humano (HPV): Ciclo Viral e Carcinogénese Cervical

O papilomavirus humano (HPV), principal agente etioldgico do cancer do colo uterino,
é um virus de DNA circular de fita dupla, capsideo icosaédrico, epiteliotropico e de
aproximadamente 8000 pares de base (pb). Pertence a familia Papillomaviridae, ao género
Papillomavirus e a espécie Human papillomavirus (HPV), sendo nomeado dessa forma devido
ao grupo animal que infecta. Dentre os 12 géneros de Papillomavirus que infectam diferentes
espécies animais, cinco sdo responsaveis por contaminar seres humanos (DE VILLIERS et al.;
2004; FAUQUET et al., 2008).

O genoma do HPV consiste em trés regides, sendo uma regido reguladora (LCR - Long
Control Region) ou (URR - Upstream Regulatory Region), uma regido codificadora de
proteinas expressas de forma precoce (E — Early), constituida por seis genes envolvidos na
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replicacdo viral e transformacéo celular (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e outra regido que codifica
as proteinas expressas de forma tardia (L — Late) durante a infeccdo, formada por dois genes
(L1 e L2) cujas proteinas desempenham funcdo estrutural (Figura 2) (DE VILLIERS et al,;
2004; MUNGER et al., 2004).

Figura 2 - Organizagéo do genoma do HPV e a sua integracéo nas células do hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de ZUR HAUSEN (2002) apud CARDOSO (2017).

Devido a sua alta prevaléncia e transmissibilidade, a infec¢do por HPV representa um
importante problema de saude publica e se configura como a infeccéo viral do trato reprodutivo
mais frequente na populacdo mundial sexualmente ativa (OPAS, 2021; YIN et al., 2017).
Embora a maioria das infec¢Bes causadas pelo HPV sejam assintomaticas e eliminadas em um
periodo de dois anos, esse agente etiologico viral esta associado a indugdo de lesdes nos
epitélios cutdneos ou mucosos, ao surgimento de verrugas benignas e neoplasias malignas,
como o cancer do colo uterino, cancer orofaringeo, cancer anal, cancer peniano, entre outros
(SZYMONOWICZ; CHEN, 2020; CHEN et al., 2015; IARC, 2007; BERNARD, 2005).

A associacdo entre a infeccao pelo papilomavirus humano (HPV) e o cancer cervical foi
descoberta em 1970 e, posteriormente, foi identificado o0 DNA do HPV-16 em amostras de
biopsia na década de 80. J& em 2003 foram descritos e classificados os sete tipos de HPV de
alto risco mais prevalentes e responsaveis por grande parte dos casos de cancer do colo uterino.

Na Figura 3 estdo apresentados alguns fatores que auxiliaram no estabelecimento do papel da
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infeccdo por HPV na etiologia do cancer cervical (ZUR HAUSEN, 2000; ZUR HAUSEN,
1996; LEHTINEN; PAAVONEN, 2004; RAFFLE, 2007).

Figura 3 - Fatores que estabeleceram o papel da infeccdo por HPV na etiologia do cancer cervical.
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Fonte: Adaptado de ZUR HAUSEN (2000).

Com o passar dos anos foram identificados mais de 200 tipos de HPV e,
aproximadamente, 40 tipos sdo responsaveis por atingir o epitélio da regido anogenital ou
membranas mucosas, dos quais, cerca de 18 sdo considerados de alto risco ou oncogénicos
(HPV-HR), sendo estes o0 HPV-16, HPV-18, HPV-26, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39,
HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-53, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-63, HPV-66, HPV-68
e HPV-82). Os outros tipos genitais (HPV-6, HPV-11, HPV-42, HPV-43 e HPV-44) sdo
considerados de baixo risco (BERNARD, 2005; DOORBAR et al., 2012).

Dentre os HPV de alto risco, os tipos 16 e 18 sdo 0s mais associados ao processo de
carcinogénese e 0s mais frequentemente encontrados no cancer do colo do Gtero (IARC, 2007;
HIRTH, 2019). O HPV de alto risco foi classificado pela Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer (IARC) como um dos quatro principais patogenos infecciosos cancerigenos
(MARTEL et al., 2020).

O HPV é altamente epiteliotropico e o seu ciclo viral se inicia pela infeccdo das células
basais do epitélio escamoso estratificado, onde a entrada do virus ocorre através de microlesoes
que facilitam a insercdo das particulas virais, em seguida essas particulas migram em direcéo

ao topo do epitélio e o virus é internalizado por endocitose. Esse ciclo bioldgico do HPV leva
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de 2 a 3 semanas. A replicacdo do virus ocorre no interior do nicleo e as oncoproteinas virais
do HPV de alto risco (E6 e E7) interferem no reparo de DNA, na apoptose e interagem com
proteinas celulares como a p53 e a pRb que séo supressoras de tumor (IARC, 2007; STANLEY,
2010).

A carcinogénese cervical induzida por HPV pode estar relacionada a integracdo do DNA
do virus aos cromossomos do hospedeiro, visto que 0s tipos oncogénicos, especialmente o 16
e 0 18 induzem a imortalizacéo celular e possuem maior carga viral, diferentemente dos tipos
n&o-oncogénicos que provocam somente infeccdo e ndo interferem no processo de morte celular
(STUBENRAUCH; LAIMINS, 1999; STANLEY, 2001; YU et al., 2005; IARC, 2007; LI et
al., 2008). Além disso, a persisténcia da infeccdo por um longo prazo é um fator determinante
para 0 aumento do risco de desenvolvimento do cancer cervical, considerando que geralmente
0 CCU surge em hospedeiros que ndo conseguem eliminar o HPV ou manté-lo em estado de
laténcia, perdurando por anos a expressao de oncogenes (DOORBAR, 2006; IARC, 2007,
VINOKUROVA et al., 2008; LI et al., 2008).

2.4 Rastreamento e diagnoéstico do cancer cervical

O rastreamento, também chamado de screening ou check-up é um exame ou teste
realizado em populagdes ou individuos saudaveis que visa a deteccdo precoce de doencas ou
marcadores de doenca, precedendo o aparecimento dos sintomas e facilitando o diagnostico
definitivo, o tratamento, a diminui¢cdo dos riscos e mortes. Assim como o rastreamento, 0
diagndstico precoce também faz parte do nivel de prevencéo secundaria, entretanto, os exames
ou testes sdo efetuados em pessoas com sinais ou sintomas da doenca em estagio inicial
(BRASIL, 2010).

Atualmente, os métodos mais utilizados mundialmente para rastreamento de lesdes pré-
cancerigenas sao o exame citopatoldgico (teste de Papanicolau) e o teste de inspecdo visual com
acido acético (teste de IVA), entretanto, de acordo com as novas recomendacdes da
Organizacdo Mundial de Saude para rastreio do cancer do colo do utero o teste de HPV baseado
em DNA (teste de HPV-DNA) passa a ser recomendado como o método de preferéncia para
esse fim (OPAS, 2021).

No Brasil, a colpocitologia oncética continua sendo o método mais utilizado para
rastreamento do cancer do colo uterino, o qual compde as acOes da Politica Nacional de
Prevencdo do Cancer e tem suas recomendacdes explicitadas nas Diretrizes Brasileiras para o
Rastreamento do Céancer do Colo do Utero. Trata-se de um exame capaz de detectar alteragoes
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morfoldgicas nas células do colo do Utero coradas por meio da técnica de Papanicolau,
identificando assim lesGes pre-cancerigenas e evitando a progressdo para o cancer cervical
(INCA, 2016; BRASIL 2021).

Apesar da grande contribuicdo desse método para o rastreamento das lesdes, prevencéo
do CCU e diminuicdo da mortalidade, algumas limitacdes e falhas da citologia oncética sdo
conhecidas, como o alto nimero de resultados falso-negativos (STABILE et al., 2012). Assim,
os testes para deteccdo do DNA do HPV apresentam algumas vantagens em relacéo a citologia,
como a identificacdo imediata da doenca em estégio inicial, com uma antecipagdo de cerca de
10 anos no diagndstico. A estratificacdo do risco € feita de acordo com a genotipagem do HPV,
onde os tipos 16 e 18 apresentam maior relacdo com o cancer cervical. Além disso, o teste de
DNA-HPV apresenta caracteristicas que permitem sua implementacdo em larga escala e maior
eficacia (TEIXEIRA et al., 2022).

O padréo-ouro para o diagnéstico do cancer do colo uterino é o exame histopatoldgico,
também conhecido como anatomopatolégico, onde sdo coletados por meio de biopsia
fragmentos de tecidos representativos da lesdo que, posteriormente, serdo analisados
microscopicamente quanto a sua estrutura, identificando assim a natureza da leséo (MARQUES
etal., 2015).

Em relacdo a nomenclatura citopatoldgica e histopatoldgica, os laudos emitidos pelo
Sistema Unico de Salde (SUS) e os laboratérios conveniados seguem a Nomenclatura
Brasileira de Laudos de Exames Citopatoldgicos, semelhante a Nomenclatura de Bethesda,
onde sdo descritas as seguintes categorias diagnosticas: Alteragdes benignas, atipias de
significado indeterminado, lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL), lesGes intraepiteliais de
alto grau (HSIL), adenocarcinoma in situ (AIS) e carcinoma invasor. Diante do resultado de
exames com alteracGes citoldgicas sdao recomendadas algumas condutas iniciais na atencdo
priméria, como a repeti¢cdo da citologia ou o0 encaminhamento para colposcopia, a fim de uma
melhor investigacao diagnostica (Tabela 1) (INCA, 2016).
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Tabela 1 - Resumo de recomendacdes para conduta inicial frente aos resultados alterados de

exames citopatoldgicos nas unidades de atencéo bésica.

Diagndstico citopatoldgico

Faixa etaria

Conduta inicial

Possivelmente ndo

< 25 anos

Repetir em 3 anos

Entre 25 e 29 anos

Repetir a citologia em

Células escamosas neoplésicas (ASC-US) 12 meses
atipicas de significado = 30 anos Repetir a citologia em 6
indeterminado (ASCUS) = meses
Na&o se podendo afastar Encaminhar para
lesdo de alto grau (ASC-H) colposcopia
. Possivelmente ndo
Células glandulares L « .

- N neoplésicas ou ndo se Encaminhar para
atipicas de significado odendo afastar leséo de colposcopia
indeterminado (AGC) P P P

alto grau

Possivelmente ndo
Células atipicas de origem neoplasicas ou ndo se Encaminhar para
indefinida (AOI) podendo afastar leséo de colposcopia

alto grau

. ) < 25 anos Repetir em 3 anos
Lesdo de baixo grau
(LSIL) > 25 anos Repetir a citologia em 6

meses

Lesdo de alto grau
(HSIL)

Encaminhar para
colposcopia

Lesdo intraepitelial de
alto grau ndo podendo
excluir microinvaséo

Encaminhar para
colposcopia

Carcinoma escamoso
invasor

Encaminhar para
colposcopia

Adenocarcinoma in situ
(AIS) ou invasor

Encaminhar para
colposcopia

Fonte: Adaptado de INCA (2016).

Vale salientar ainda a utilizacdo de métodos auxiliares no rastreamento do cancer

cérvico-uterino, como a investigagdo de polimorfismos genéticos que podem ser utilizados

como biomarcadores para auxiliar no diagnostico, no prognostico e na conduta terapéutica em

pacientes com CCU (STRIMBU; TAVEL, 2010).
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2.5 Resposta imunoldgica do hospedeiro

A resposta imune desempenha um papel essencial na defesa contra microrganismos
infecciosos, atuando na destruicao desses agentes e impedindo a progresséo da infeccdo, assim
como de diversas doengas, entre elas o cancer. Esse sistema é composto pela imunidade inata e
adaptativa (Figura 4) e é formado por um extenso conjunto de células e moléculas capazes de
reconhecer, destruir ou inativar diversos antigenos e estruturas moleculares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2019).

A capacidade de defesa do sistema imunolégico se fundamenta inicialmente pela acéo
da imunidade inata ou natural, fornecendo a defesa inicial contra microrganismos infecciosos e
células danificadas. A imunidade inata € composta pelos epitélios, células fagocitarias, como
neutrofilos e macrofagos, células dendriticas, mastécitos, células NK (natural killer), proteinas
sanguineas, entre outras (Figura 4). As duas principais reacfes desencadeadas pela resposta
imune inata contra 0s microrganismos sdo a inflamagdo, onde ocorre o recrutamento dos
fagocitos e outros leucocitos que atuam na destruicdo dos microrganismos, e a defesa antiviral,
caracterizada pelo bloqueio da replicacao viral ou a destruicdo das células infectadas por virus,
onde sdo eliminados os reservatorios da infec¢do viral, sem a ocorréncia de uma reagédo
inflamatoria (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Apesar dessa divisdo entre imunidade inata e adaptativa, ambas trabalham em conjunto
através de um processo simultaneo, que ocorre quando um microrganismo infeccioso consegue
escapar do sistema imune inato e, entdo, o sistema imune adaptativo é ativado, cuja resposta €
mediada pelos linfdcitos e seus produtos, sendo capaz de reconhecer uma ampla variedade de
antigenos. Os principais tipos sdo os linfécitos B, produtores de anticorpos e derivados da
medula 6ssea, e os linfécitos T, mediadores da imunidade celular, originados na medula dssea
e cuja maturacdo ocorre no timo (Figura 4) (JANEWAY et al., 2001; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2019).
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Figura 4 - Imunidade inata e adaptativa.
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Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI (2019).

A resposta imune adaptativa ou adquirida se subdivide em imunidade humoral e
imunidade celular. A imunidade humoral é constituida por anticorpos (produzidos pelos
linfécitos B) que se ligam aos microrganismos impedindo-os de infectar as células. A
imunidade celular é composta pelos linfdcitos T (células T auxiliares, linfocitos T citotdxicos,
células T reguladoras) que ndo produzem anticorpos, mas sdo capazes de reconhecer 0s
antigenos e auxiliar os fagdcitos na destrui¢cdo dos microrganismos e no caso das células TCDS,
a destruicdo das células infectadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

A imunidade contra infeccdes virais, como a infeccdo por HPV, ocorre a partir da
integracao entre a imunidade inata e a adaptativa, onde a superficie epitelial & a primeira barreira
de protecédo contra 0 HPV e a entrada do virus ocorre através de microtraumas presentes na pele
ou mucosa, expondo as células basais ao virus (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019;
KOBAYASHI et al., 2000).

Sabe-se que o cancer do colo do Utero esta associado a infeccao persistente por subtipos
oncogénicos do HPV, entretanto, o0 mecanismo funcional da resposta imune contra o HPV, que
conduz a infeccdo persistente e a susceptibilidade ao cancer cervical ndo esta totalmente
elucidado na literatura (WANG et al., 2012). Estudos tém demonstrado que fatores envolvidos
na resposta imune do hospedeiro contra a infec¢do por HPV estdo associados com o aumento
do risco de desenvolvimento do cancer do colo do Utero (YANG; CHENG; LI, 2017; AL-
HARBI et al., 2017).
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2.6 Polimorfismo do gene TLR4 896 A>G (rs4986790)

Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés, Toll-like receptors) sdo proteinas
transmembranares, receptores de reconhecimento padrdo (PRRs, do inglés, Pattern recognition
receptors) e desempenham uma importante funcdo na imunidade inata, mediando o processo
de deteccéo e eliminagéo de patdgenos e controle da resposta inflamatoria, sendo responsaveis
pelo reconhecimento de padrGes moleculares associados ao patégeno (PAMPs, do inglés,
pathogen-associated molecular paerns), por exemplo, 0 TLR4 reconhece lipopolissacarideos
(LPS) (Figura 5) (ARBOUR et al., 2000; KABELITZ, 2007; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2019).

Foram identificados nove tipos de TLRs em seres humanos (TLR1, TLR2, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8 e TLR9), encontrados na superficie celular e nos
endossomos (Figura 5). Nesses locais ocorre a ligagéo do ligante ao TLR onde s&o ativadas vias
de sinalizacéo, cujos principais fatores de transcri¢do ativados por essas vias sdo o0 IRF3 e o
IRF7 (fator regulador de interferon 3 e 7), o NFkB (fator nuclear kB) e a AP-1 (proteina de
ativacdo 1) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Figura 5 - Reconhecimento de padrdes moleculares de diferentes patdgenos infecciosos por TLRs.
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Fonte: MUKHERJEE et al. (2019).

O TLR4 sinaliza tanto através do fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) quanto
do adaptador contendo dominio TIR induzindo Interferon-p (TRIF). Essa sinalizagdo através
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do MyD@88 é capaz de ativar 0 NF«kB, induzindo assim uma resposta inflamatoria, visto que
apos a ativacdo desse fator séo liberados produtos como citocinas pré-inflamatorias e a 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS). O fator nuclear kB também pode conduzir & instabilidade
cromossémica e alteragBes na epigenética, induzindo mutacdes. Além de induzir respostas
inflamatorias, o TLR4 induz também respostas antivirais, considerando que a sinalizacdo
utilizando o adaptador TRIF leva a ativacdo do IRF3, que promove a producéo de interferons
do tipo I (IFN-a e IFN-B) (Figura 6) (JUSTINO et al., 2019; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2019; SATOH; AKIRA, 2016; ZHOU et al., 2022; ZINGARELLI, 2005).

Figura 6 — Vias de sinalizacdo dos TLRs.
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Fonte: MUKHERJEE et al. (2019).

Os receptores Toll-Like séo codificados por genes herdados (linhagem germinativa) e a
primeira alteragdo nos pares de bases no gene TLR4 humano foi encontrada no cromossomo 9

(locus 9932-g33), onde foi identificada a substituicdo de uma adenina (A) por uma guanina (G)
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na base 896 (896A>G), resultando na substituicdo do &cido aspartico pela glicina na posicédo
299 da sequéncia de aminoacidos (Asp299Gly) (ARBOUR et al., 2000; SCHMITT et al., 2002;
BARBER et al., 2004; KOLEK et al., 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Essas variagGes na sequéncia do DNA sdo geradas por muta¢Ges e denominadas de
polimorfismos, apresentando uma frequéncia acima de 1% na populacdo. Quando a variacdo
em uma populacdo ocorre em apenas um par de bases no DNA, trata-se de um polimorfismo de
nucleotidio tnico (SNP, single-nucleotide polymorphism), ocorrendo aproximadamente a cada
1.200 pb (pares de base) do genoma humano. Além disso, devido a sua frequéncia e distribuicéo
no genoma humano os SNP séo considerados marcadores genéticos de grande utilidade, visto
que podem afetar a expressdo dos genes e influenciar na susceptibilidade a infeccdo por HPV e
ao cancer cervical (SNUSTAD; SIMMONS, 2017; GRIFFITHS et al., 2013; NATHA et al.,
2020).

2.7 Polimorfismo do gene iINOS -1173 C>T rs9282799

O o6xido nitrico (NO) é um composto gasoso, radical livre, vasodilatador, citotdxico e
desempenha importantes funcdes fisioldgicas, como a participacdo na defesa do sistema
imunoldgico e mensageiro celular. A sintese de NO é realizada pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), onde ocorre a reacdo de oxidacdo da L-arginina em L-citrulina e o NO € liberado.
Existem trés tipos de sintases de NO: a endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS) e a induzivel
(iNOS). Atraves de reagdes imunologicas e citotdxicas os lipossacarideos (LPS) estimulam a
acdo da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), obtendo assim o 6xido nitrico (NO)
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001;
BELIGNI et al., 2002; HUGHES, 2008).

Ao se integrar ao genoma do hospedeiro o HPV causa interferéncia na resposta imune
e atua no aumento dos niveis de inflamagdo, colaborando assim para o processo de
carcinogénese cervical (SREEDEVI; JAVED; DINESH, 2015). Nesse processo estdo
envolvidas algumas moléculas pro-inflamatorias como as interleucinas 1, 6, 8 e 18 (IL-1, I1L-6,
IL-8 e IL-18), fator de necrose tumoral-o (TNF-a), espécies reativas de oxigénio (ROS), éxido
nitrico sintase induzivel (iNOS), entre outras (DEIVENDRAN; MARZOOK;
RADHAKRISHNA PILLAI, 2014).

A INOS é independente de calcio e se evidencia por gerar mais NO do que as outras
isoformas e o seu gene esta localizado no cromossomo 7g11.2-q12 (VANNINI; KASHFI;
NATH, 2015; PAUTZ et al., 2010). Polimorfismos presentes no gene da iNOS desempenham
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uma importante funcéo e podem ser considerados biomarcadores para o progndéstico de doencas
como o cancer, visto que alteracdes nos niveis e na atividade da iNOS podem estar associadas
a susceptibilidade ou agressividade de doencas genéticas e infecciosas (QIDWAI; JAMAL,
2010).



30

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

* Analisar a associagdo dos polimorfismos dos genes TRL4 896 A>G (rs4986790) e INOS
-1173 C>T (rs9282799) com o cancer do colo uterino em mulheres infectadas pelo HPV
em uma amostra da populacdo de Alagoas, Brasil.

3.2 Especificos

» Realizar uma revisdo sistematica e meta-analise dos SNPs TRL4 896 A>G (rs4986790)
e INOS -1173 C>T (rs9282799);

 Identificar o perfil sociodemogréfico e clinico das participantes do estudo;

» Detectar a presenca do DNA do HPV em amostras cervicais de pacientes saudaveis e
em fragmentos de tecido do colo uterino provenientes de bidpsia de pacientes com CCU;

» Identificar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs dos genes TRL4 896 A>G e
iINOS -1173 C>T;

» Auvaliar a associacdo entre o polimorfismo do gene TRL4 896 A>G (rs4986790) e o
cancer cervical em mulheres infectadas por HPV;

* Avaliar a associagdo entre o polimorfismo do gene iNOS -1173 C>T (rs9282799) e o
cancer cervical em mulheres infectadas por HPV;

» Comparar os resultados identificados na populacdo do agreste alagoano com outros

estudos realizados no Brasil e no mundo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional do tipo caso-controle realizado no municipio de
Arapiraca, Alagoas. As pacientes foram selecionadas por meio de critérios de incluséo e
exclusdo, conforme o grupo do estudo (Tabela 2). O projeto foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (CEP/UFAL) e aprovado, sob parecer de
numero 739.340 (Anexo I). Todas as participantes receberam informag6es detalhadas acerca do
estudo e ao aceitarem participar da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo Il). Foram respeitadas todas as diretrizes e normas regulamentadas

pelas resolucBes n° 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude.

Tabela 2 — Critérios de inclusao e exclusdo para sele¢do das participantes do estudo.

Grupo Critérios de inclusao Critérios de excluséo

< 18 anos,
imunossuprimidas e

gestantes.

< 18 anos,
imunossuprimidas,

gestantes e
histerectomizadas.

> 18 anos, diagnostico de cancer
Caso (CCU) cervical e HPV positivo.
> 18 anos, clinicamente
Controle saudaveis, exame citopatologico
normal e HPV negativo.

Fonte: Autor da pesquisa (2022).

4.2 Populagéo e local do estudo

A pesquisa foi realizada no municipio de Arapiraca, segunda maior cidade do estado de
Alagoas, com uma populacdo de 214.006 habitantes, segundo o censo de 2010 e com 345,655
km2 de éarea territorial (Figura 7) (IBGE, 2022). A cidade faz parte da regido metropolitana do
agreste alagoano, composta por 15 municipios e é referéncia no rastreamento e diagnostico do

cancer do colo do Utero nessa regido.
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Figura 7 — Mapa do municipio de Arapiraca, Alagoas.
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Fonte: SANTQOS (2016).

4.3 Coleta e armazenamento das amostras
4.3.1 Amostras do grupo controle

As amostras cervicais foram obtidas por meio da realizacdo de exame citopatoldgico
(Teste de Papanicolau), onde foram provocadas pequenas descamacgfes na endocérvice e
ectocérvice com o auxilio de uma espatula de madeira (espatula de Ayre) e uma escova cervical
durante consulta ginecoldgica em cinco centros de saude e duas unidades basicas localizadas
em diferentes bairros do municipio de Arapiraca, Alagoas. Em seguida, as células coletadas
foram depositadas e fixadas em uma lamina para analise citolégica. As escovas cervicais
utilizadas durante esse processo foram armazenadas em tubos de 2mL contendo 600 pL de PBS
(Tampéo fosfato salina 10 Mm pH 7,4), identificadas, refrigeradas durante o transporte,
conservadas a -80 °C e, posteriormente, realizada a extracdo do DNA para identificacdo viral.

As participantes do grupo controle eram mulheres que procuraram a atencdo basica para
realizacdo do exame citopatoldgico. As amostras foram coletadas por discentes do curso de
Enfermagem sob orientacdo dos pesquisadores do projeto e de enfermeiros do municipio de
Arapiraca que aceitaram colaborar com a pesquisa. Foram realizadas tambeém acgdes de

educacdo em saude com foco na prevencdo do cancer do colo do utero, do cancer de mama e
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de infeccBes sexualmente transmissiveis (IST), onde participaram discentes dos cursos de

Enfermagem, Ciéncias Bioldgicas e Quimica.

4.3.2 Amostras do grupo caso

O banco de amostras do Nucleo de Prevencédo e Diagndéstico do Cancer (NPDC) foi
utilizado para composicdo do grupo caso devido a auséncia de pacientes com diagndstico de
cancer do colo uterino durante as coletas realizadas nas unidades de satde. O banco de amostras
era composto por blocos de tecidos embebidos em parafina, coletados por meio de biopsia e
oriundos de pacientes diagnosticadas com cancer cervical por meio de exame histopatologico.
As amostras foram obtidas a partir de 10 cortes de 10 um de espessura cada e armazenadas em
tubos de 2mL. Antes da extracdo de DNA o material passou por lavagem com xilol para
remocao da parafina. Os procedimentos de biologia molecular foram realizados no Laboratorio
de Biologia Molecular e Expressdo Génica (LABMEG) da Universidade Federal de Alagoas,

Campus Arapiraca.

4.4 Procedimentos de biologia molecular

4.4.1 Extracéo, quantificacdo e verificagdo do estado do DNA

A extracdo de DNA total foi realizada segundo as instru¢es do fabricante do kit
comercial Promega® (Company Eppendorf, Hamburg, Germany). As amostras de DNA
extraido foram armazenadas a -20° C em tubos de 1,5mL. A quantificacdo das amostras foi
realizada por meio da técnica de espectrofotometria (Biophotometerplus, Eppendorf) e,
posteriormente, o material foi aplicado em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
e submetido a eletroforese. A visualizacdo das bandas de DNA ocorreu por meio do
transluminador com luz UV (Ultravioleta) e fotografadas através do equipamento de
fotodocumentacdo de gel L. PixTransilluminator (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil)

para verificacdo da integridade do DNA.

4.4.2 Detecgédo do HPV

Foram consideradas adequadas as amostras com uma concentracdo >20 ng/ulL e que
apresentaram um bom estado de DNA no gel, sendo submetidas a amplificagdo por PCR com
primers especifico para o gene da B-actina humana forward (5°- AGCGGGAAATCGTGCGTG
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-3’) ereverse (‘5 - GGTGATGACCTGGCCGTC - 3°) que amplifica um fragmento de 134 pb,
o0 qual consiste em um gene estrutural usado para verificar a qualidade do DNA e também como
controle interno da reagéo.

As reacgdes de amplificacdo tiveram um volume final de 12,5 pL, contendo 6,25 pL de
GoTag® Green Master Mix (Promega®), 1 uL de cada primer (forward, reverse) e 3,25 puL de
H20 livre de nuclease. As reacOes de amplificacbes foram realizadas em equipamento
termociclador Swift® de ESCO®, sob as seguintes condi¢des: 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
0s conjuntos de reagdes foram usados controles negativos, formados por todos os reagentes,
exceto as amostras de DNA. Os resultados das reacdes de amplificacdo 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, Sao Paulo, Brasil).

As amostras positivas para o gene [-actina humana foram destinadas a PCR com 0s
primers MY09/11 e GP5+/GP6+ para amplificacdo do gene L1, localizado no material genético
do virus HPV. Para aumentar a sensibilidade e especificidade do diagndstico e diminuir a
probabilidade de resultados falso-positivos, foi realizado a técnica de nested-PCR de acordo
com Demathe et al. (2010). Desse modo, 1pL do produto da amplificagdo por PCR com os
iniciadores MY09/MY 11 foram submetidos a outra reacdo de PCR, utilizando-se os iniciadores
GP5+/GP6+. A PCR de ambos iniciadores foi realizada em 12,5uL de volume final, contendo
6,25uL de GoTaq Green Master Mix, 1uL de cada primer (MY09/MY11-GP5+/GP6+) e
3,25uL de H2O livre de nucleases. O produto da reagdo 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).

4.4.3 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 ap6s migracao
eletroforética foram diluidas na concentragcdo de 4 ng/uL. Os genotipos das participantes da
pesquisa em relacdo ao SNP 896 A>G (rs4986790) do gene TLR4 e -1173 C>T (rs9282799)
do gene iINOS foram determinados pelo método de discriminacdo alélica através da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR — do inglés: Polymerase Chain Reaction) em tempo real utilizando
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sonda TagMan. As informacdes acerca dos polimorfismos de interesse foram obtidas através
do banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas genéticas dos polimorfismos selecionados para o estudo.

Gene Sequer]ma_ ce Nucleptlgleo Tipo de alteracéo Global MAF*
referéncia substituido

TLR4 rs4986790 A>G Transcricional 0,05

iNOS rs9282799 C>T Transcricional 0,01

*MAF: do inglés, minor allele frequency.
Fonte: Autor da pesquisa (2022).

O volume final da reacdo foi de 10uL, contendo 5uL de solu¢cdo TagMan Genotyping
Master Mix (Applied Biosystems® - TagDNA polimerase, desoxirribonucleotideos trifosfatados
e tampdo com MgClI2); 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/uL). As reacdes 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 reac6es foram
usados controles negativos, formados por todos os reagentes, exceto a amostra de DNA. Os
resultados das reacOes foram fornecidos pelo StepOne Software verséo 2.2.2 em forma de

grafico com as curvas de amplificacdo da discriminacdo alélica de cada individuo.

4.5 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 (). As associagdes genotipicas e alélicas entre os grupos do estudo
foram comparadas mediante a regressao logistica, onde foram obtidos valores de associacao e
razdo de chances (RC) com intervalo de confianca (IC) de 95%. Valor de RC<1 indica a
protecdo, enquanto RC>1 indica o risco. As associacdes genotipicas foram comparadas no
modelo genético codominante. Valores de p menores que 0,05 foram considerados
significativos. Os dados sociodemograficos e clinicos foram analisados por meio do teste exato

de Fisher. A anéalise do poder do tamanho da amostra foi conduzida pelo software G*Power
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versdo 3.0, utilizando os testes Qui-quadrado, Goodness-of-fit: Contingency tables e Post hoc,
segundo Silva et al. (2016).

4.6 Revisdo sistematica com meta-anélise

Trata-se de uma revisdo sistematica com meta-analise, com protocolo registrado no
PROSPERO (International prospective register of systematic reviews) sob codigo de
identificacdo: CRD42022341623 e orientada pelas recomendagdes PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses). As buscas foram realizadas nas
bases de dados: PubMed, Web of Science, Science Direct, Embase, SCIELO e Scopus,
utilizando os seguintes termos: Polymorphism, TLR4, “cervical cancer” e “Toll-like receptor
4. N&o houve restricdo de tempo. Os critérios de inclusdo foram: Estudos de caso-controle que
investigaram o polimorfismo 896 A>G no gene TLR4 em pacientes com e sem cancer cervical,
artigos completos disponiveis eletronicamente em inglés ou portugués e frequéncias
genotipicas (Tabela 4). N&o foi possivel realizar uma revisdo acerca do polimorfismo -1173
C>T no gene iNOS em mulheres com cancer do colo uterino devido a escassez de artigos

publicados com esse foco.

Tabela 4 - Critérios de elegibilidade para inclusdo e exclusao dos artigos.

Caracteristicas Inclusao Exclusao

Mulheres com idade >18 anos e Pacientes sem diagnostico

Pacientes (P e A - . " n .
(P) diagnéstico de cancer cervical histopatolégico de cancer cervical

Polimorfismos no gene TLR4,
porém com sequéncia de
referéncia diferente da rs4986790

Identificacdo de polimorfismos no

Intervengdo (1) gene TLR4 896A>G (1s4986790)

~ Grupo controle
Comparagdo (C) (Auséncia de cancer cervical) i
Presenca ou auséncia de
Desfecho (O) pohmorﬂsmog no gene TLB4 no i
grupo de pacientes com cancer

cervical

Estudo randomizado, qualitativo,
Desenho de estudo (S) Caso-controle relato de caso, revisdo, tese,
editorial, comentario

Artigos incompletos,
Idioma inglés ou portugués; indisponiveis eletronicamente ou
periodo: Sem restri¢do de tempo com frequéncias genotipicas
insuficientes

Publicacéo

Fonte: Autor da pesquisa (2022).
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Foram extraidas dos artigos selecionados informagfes como o ano de publicacdo, 0s
autores, 0 pais, os grupos de comparagdo, o SNP estudado, as frequéncias genotipicas e 0
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). A avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos
incluidos na meta-analise foi realizada por meio da escala de Newcastle-Ottawa (NOS) para
estudos caso-controle, sendo classificados em baixa (0-3), moderada (4-6) e alta qualidade (7-
9). Os estudos incluidos também foram analisados de acordo com as recomendacdes do
protocolo STREGA para estudos de associacdo genética (Anexo 1V). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software Review Manager 5.3. Para avaliagdo da sensibilidade
foram calculados o Odds Ratio (OR) e o Intervalo de Confianga de 95%. Foram analisados os
modelos genéticos codominante, dominante, recessivo e a associacdo alélica. Os valores de OR
agrupados foram estabelecidos pelo teste Z (valor de p> 0,05). Para avaliacdo do equilibrio de
Hardy-Weinberg foi utilizado o teste 2, considerando valor de p> 0,05 como significativo. A
heterogeneidade foi examinada por Q2 e estatistica 12. Para deteccéo de viés nas comparagdes

foi utilizado o teste de Egger.
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos sociodemograficos e clinicos das participantes do estudo

A Tabela 5 descreve as caracteristicas gerais da amostra como o tipo de céancer, a
presenca da infecgcdo por HPV e a idade, de acordo com o gene analisado. Em relagéo ao TLR4
foram elegiveis para o estudo 99 pacientes, das quais, 72 (72,8%) pertenciam ao grupo controle
e 27 (27,2%) ao grupo caso. Ao analisar a idade, foi possivel observar que a média foi de 42,5
anos (DP=+14,2), se sobressaindo no grupo caso mulheres na faixa etaria entre 36 — 50 anos
(51,9%) e no grupo controle < 35 anos (36,1%). Foi utilizado o teste exato de Fisher, pois 25%
das células apresentaram frequéncias esperadas menores que 5. O teste apresentou um p=0,12,
indicando que ndo houve diferenca significativa entre a faixa etaria e os grupos caso e controle
(Tabela 5).

As andlises do gene iINOS foram realizadas em 120 amostras, sendo 38 (31,7%)
pertencentes ao grupo cancer cervical e 82 (68,3%) ao grupo controle. A média de idade foi de
42,1 anos (DP=* 14,1) e a faixa etaria mais frequente foi de 36 a 50 anos (52,6%) no grupo
caso e < 35 anos (35,4%) no grupo controle. O carcinoma de células escamosas (in situ) (79%)
foi o tipo histolégico mais prevalente e todas as amostras do grupo casos foram HPV positivo.
Os grupos de casos e controles ndo diferiram quanto a faixa etaria (p=0,08) (Tabela 5). A
diferenca no nimero amostral entre os polimorfismos do gene TLR4 e iNOS ocorreu devido a

falha na genotipagem de algumas amostras.
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Tabela 5 — Distribuicdo por faixa etaria, infeccdo por HPV e tipo de cancer das pacientes dos

grupos casos e controles para o gene TLR4 e iINOS.

) TLR4 (N=99) iINOS -1173 (N=120)
VARIAVEIS CASOS CONTROLES CASOS CONTROLES
N (%) N (%) P N (%) N (%)

Faixa etaria
<35 anos 5 (18,5%) 26 (36,1%) 0,12 9 (23,7%) 29 (35,4%) 0,08
36 — 50 anos 14 (51,9%) 24 (33,3%) 20 (52,6%) 28 (34,1%)
>50 anos 8 (29,6%) 17 (23,6%) 9 (23,7%) 18 (22%)
Idade ndo informada 0 (0,0%) 5 (7,0%) 0 (0,0%) 7 (8,5%)
Infec¢éo por HPV
HPV — Positivo 27 (100%) 0 (0,0%) 38 (100%) 0 (0,0%)
HPV — Negativo 0 (0,0%) 72 (100%) 0 (0,0%) 82 (100%)
Tipo de cancer
Adenocarcmoma (in 1(3,7%) ) 4 (10,5%) )
situ)
Carcinoma de células
escamosas (in situ) 23 (85,2%) ) 30 (79%) )
Carcinoma de células 3 (11,1%) ) 4 (10,5%) )

escamosas (invasivo)

p: Valor de p referente ao teste exato de Fisher. 25% das células apresentaram frequéncias esperadas menores que

5.
Fonte: Dados da pesquisa (2022).

5.2 Detec¢do do HPV

Para deteccdo do HPV no grupo caso foram analisados 141 blocos de tecido parafinado

do colo uterino, dos quais, 96 ndo amplificaram na PCR do controle interno e da detecgéo viral

devido a degradacdo do material genético apds o procedimento de extracdo do DNA. Todas as

amostras desse grupo que amplificaram apresentaram HPV positivo e foram incluidas nesse

estudo. Para composicdo do grupo controle, 82 mulheres foram submetidas ao exame de

colpocitologia oncética cervical e apresentaram resultado negativo para a infeccdo por HPV e

citologia normal, estando assim elegiveis para compor esse grupo. As figuras 8 € 9 mostram 0s

resultados visualizados em gel de agarose referentes a verificacdo de qualidade com

amplificacdo do gene da B-actina e a técnica da nPCR utilizada para o diagnostico molecular

do HPV.
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Figura 8 - Gel de eletroforese da PCR com os primers pB-actina humano para controle interno da
deteccéo do HPV.

Amostras
L1t 23 456 78 9 101112]c+C-

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
Legenda: L= Ladder (100pb); C+= Controle positivo; C-=Controle negativo.

Figura 9 - Gel de eletroforese da PCR com primers MY09/11 e GP5+/6+ que anelam na regido L1
do HPV para deteccéo viral.
(A) Primers MY09/11

Amostras

L |1 234 5 6 78 91011121314 1516|C-

(B) Primers GP5+/6+

Amostras Amostras
[1 23456 7 8910/L11121314151617|C+C-

1
HPV+ HPV+

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
Legenda: L= Ladder (100pb); C+= Controle positivo; C-=Controle negativo.
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5.3 Frequéncia alélica e genotipica do SNP 896 A>G no gene TLR4

As frequéncias alélicas e genotipicas do SNP TLR4 896 A>G estdo distribuidas na
Tabela 6. Ao analisar as frequéncias genotipicas foi possivel observar que o gendtipo ancestral
A/A foi o mais frequente em ambos os grupos do estudo (CCU: 77,8%; Controles: 96%). O
genotipo 896A/G apresentou uma baixa frequéncia no grupo controle (4%). As associacdes
alélicas e genotipicas foram determinadas por meio dos valores de RC e p-valor (Tabela 6).
Né&o foi possivel realizar a comparacdo com todos os modelos genéticos devido a auséncia do
homozigoto raro (896G/G). As distribuicbes das frequéncias alélicas e genotipicas entre os
grupos caso e controle foram significativas. No modelo codominante foi observado que o
gendtipo 896A/G foi significativamente mais frequente no grupo caso, sendo associado ao
aumento do risco para o cancer do colo uterino (p=0,01; RC com 95% 1C=6,57 [1,51-28,56]).
A comparacao das frequéncias alélicas apresentou uma diferenca significativa, indicando que
o0 alelo G esté associado ao aumento do risco de cancer cervical (p=0,01; RC com 95% IC=
5,87 [1,41-24,40]). O poder amostral foi de 100% e a populacdo estava de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,63).

Tabela 6 - Distribuicéo das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP TLR4 896 A>G rs4986790 e
suas associacGes com o cancer cervical.

TLR4 896 A>G rs4986790 Controles CCcu Controles versus CCU EHW GPower
N° (frequéncias) RC com 95% IC p X2 (p)
Associacao alélica
A 141 (98%) 48 (89%) Referéncia
G 3 (2%) 6 (11%) 5,87 (1,41-24,40) 0,01
Modelo genético
AIA 69 (96%) 21 (77,8%) Referéncia
Codominante AIG 3 (4%) 6 (22,2%) 6,57 (1,51-28,56) 0,01 0,22 (0,63) 100%
GIG 0 (0,0%) 0 (0,0%) NA (NA)

Fonte: Autor da pesquisa (2022).

CCU = Cancer do colo do utero; EHW = Equilibrio de Hardy-Weinberg; NA: Néo avaliado.

p* = Valor de p para o EHW. Valores de p>0,05 indicam aderéncia ao EHW.
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5.4 Frequéncia alélica e genotipica do SNP -1173 C>T no gene iNOS

A Tabela 7 apresenta as frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao SNP iNOS -
1173 C>T. O gendtipo -1173C/C foi 0 mais frequente nos dois grupos (CCU: 97,4%; Controles:
97,6%) e genotipo raro -1173T/T n&o foi encontrado em nenhum dos grupos do estudo. Quanto
a distribuicdo alélica, o alelo C foi o mais frequente em todos os grupos. A comparacgdo das
frequéncias alélicas e genotipicas do SNP iNOS -1173 C>T ndo demonstrou uma diferenca
significativa entre os grupos e o baixo poder amostral (5%) indica uma limitac&o. Foi observado
que a distribuicdo das frequéncias genotipicas da populacéo esta de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg (p=0,88).

Tabela 7 - Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP iNOS -1173 C>T rs9282799
e suas associagdes com o cancer cervical.

iNOS -1173 C>T rs9282799 Controles CcCcu Controles versus CCU EHW GPower

N° (frequéncias) RC com 95% IC p X2 (p*)

Associagao alélica

C 162 (98,8%) 75 (98,7%) Referéncia
T 2 (1,2%) 1(1,3%) 1,08 (0,09-12,09) 0,95
Modelo genético
CiC 80 (97,6%) 37 (97,4%) Referéncia
Codominante TIC 2 (2,4%) 1 (2,6%) 1,08 (0,09-12,30) 0,95 0,01 (0,88) 5,15%
TIT 0 (0,0%) 0 (0,0%) NA (NA)

Fonte: Autor da pesquisa (2022).
CCU = Céncer do colo do utero; EHW = Equilibrio de Hardy-Weinberg; NA= N&o avaliado.
p* = Valor de p para 0 EHW. Valores de p>0,05 indicam aderéncia ac EHW.

5.5 Meta-analise dos estudos de associacdo do SNP TLR4 896 A>G (rs4986790) na

susceptibilidade ao cancer cervical

Durante as buscas foram encontradas 173 referéncias, das quais 104 foram removidas
por se tratar de duplicatas e 69 seguiram para leitura do titulo e resumo. Apds essa etapa 11
artigos foram selecionados para leitura do texto completo, destes, 8 foram excluidos devido a
falta de acesso ao texto na integra a um dos estudos, a comparacao apenas com a carga viral e
ndo com o genotipos e 0 CCU gerou a exclusdo de um artigo e os demais por nao avaliarem o

polimorfismo TLR4 896 A>G (rs4986790). De modo final, 03 artigos foram incluidos na meta-
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andlise acerca da influéncia do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs4986790) na susceptibilidade
ao cancer cervical (PANDEY etal., 2009; ZIDI et al., 2016; PANDEY et al., 2019) (Figura 10).

Figura 10 - Fluxograma da selecéo dos artigos de acordo com os critérios de incluséo e excluséo.
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Fonte: Autor da pesquisa (2022).

A avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos incluidos esta descrita na Tabela 8,
onde dois estudos atingiram 6 pontos, sendo classificados como de qualidade moderada
(PANDEY et al., 2019; PANDEY et al., 2009) e um estudo alcangcou 7 pontos, sendo
considerado de alta qualidade (ZIDI et al., 2016).
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Tabela 8 — Analise da qualidade dos estudos incluidos na meta-anélise por meio da escala de
Newcastle-Ottawa (NOS — Estudos caso-controle).

Newcastle-Ottawa (NOS —

Estudos caso-controle (n=3)

Estudos caso-controle) PANDEY et al. ZIDl et al. PANDEY et al.
(2009) (2016) (2019)
Critérios de selecéo
Defini¢éo adequada dos casos 0 1 (%) 0
Representatividade dos casos 1 (%) 1 (%) 1 (%)
Selecdo dos controles 1 (%) 1 (%) 1 (%)
Definicdo dos controles 1 (%) 1 (%) 1 (%)
Critérios de comparabilidade
Comparabilidade dos casos e
controles baseado no desenho do 1 (%) 1 (%) 1 (%)
estudo ou analise
Critérios de exposi¢ao
Determinacdo da exposicdo 1 (%) 1 (%) 1 (%)
Mesmo método de determinagdo
para casos e controles 1069) 1069 1069
Taxa de ndo-resposta 0 0 0
Total 6 7 6

Fonte: Autor da pesquisa (2022).

Os estudos incluidos foram realizados em paises como a india (PANDEY et al., 2009;
PANDEY et al., 2019) e a Tunisia (ZIDI et al., 2016). Em todos os trabalhos o diagnéstico do

cancer do colo do atero foi realizado por meio de exame histopatoldgico. O periodo de

publicacdo foi entre 2009 e 2019. A distribui¢do observada nos trés artigos incluidos estava de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg para o SNP TLR4 896A>G (Tabela 9).

Tabela 9 - Caracteriza¢do dos estudos incluidos na meta-analise.

Grupos

SNPs estudados EHW

Autores An_o de~ Pais
publicacio
PANDEY et al. 2009 india
ZIDI et al. 2016 Tunisia
PANDEY et al. 2019 india

Cancer cervical vs. Controles

Cancer cervical vs. Controles

Cancer cervical vs. Controles

TLR4 896 A>G (rs4986790)  Sim
TLR4 896 A>G (rs4986790)  Sim

TLR4 896 A>G (rs4986790)  Sim

Fonte: Autor da pesquisa (2022).
EHW = Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Foram metanalisados resultados provenientes de 03 estudos, com um total de 941

participantes divididas entre os grupos casos (n=390) e controles (n=551), com o objetivo de

investigar a associagdo do polimorfismo TLR4 896A>G com a susceptibilidade ao céancer
cervical (PANDEY etal., 2009; ZIDI et al., 2016; PANDEY et al., 2019). Ao analisar os dados

da meta-analise ndo foram encontradas associacdes significativas (Tabela 10). Os graficos de

dispersdo em Floresta (forest plot) e funil (funnel plot) constam no apéndice 1.

Tabela 10 — Meta-analise da associacao entre o SNP TLR4 896 A>G e o cancer cervical.

Teste de associagéo

Teste de heterogeneidade

Teste de Egger

SNP Comparagoes Modelo
OR (95% IC) z Valor-p x2 Valor-p 12 (%) 4 p

—~  Alelos
E Gvs. A 1.42(0.79-2.54) 1,17 0,24 R 10,67 0,01 72 1,2720 0,2034
[{e]
§ Modelo Codominante
g G/Gvs. AIA 1,97 (0,84-4,63) 155 0,12 F 0,21 0,90 0 0,5363 0,5918
o AlGvs. AIA 1,29 (0,46-3,58) 0,49 0,63 R 21,13 <0,0001 86 0,1263 0,8995
N
< .
< Modelo Dominante
: AIG+G/G vs. AIA 1,44 (0,64-3,22) 0,88 0,38 R 16,06 0,001 81 0,3972 0,6912
o
}__I Modelo Recessivo

GIG vs. AIA+AIG 2,08(0,88-4,89) 1,67 0,09 F 0,33 0,85 0 0,3324  0,7396

R: Modelo de efeitos aleatorios (Random effects model); F: Modelo de efeitos fixos (Fixed effects model); OR:

Odds Ratio; Valores de p estatisticamente significativos (p < 0,05).

Fonte: Autor da pesquisa (2022).
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6 DISCUSSAO

Apesar de estar cientificamente comprovada a associacdo entre a infeccdo por HPV de alto
risco e o cancer do colo uterino, outros fatores necessitam de investigacao a fim de esclarecer
a sua participagéo na carcinogénese (SZYMONOWICZ; CHEN, 2020; MARTEL et al., 2020;
HIRTH, 2019; DOORBAR et al., 2012; STANLEY, 2010; LI et al., 2008; IARC, 2007;
BERNARD, 2005; ZUR HAUSEN, 2002; STANLEY, 2001; ZUR HAUSEN, 2000; ZUR
HAUSEN, 1996). Assim, & importante ressaltar que este é o primeiro estudo a investigar a
associacdo dos polimorfismos dos genes TRL4 896 A>G (rs4986790) e iNOS -1173 C>T
(rs9282799) com o cancer do colo uterino na populacdo de Alagoas.

No presente estudo, cerca de 50% das pacientes com cancer do colo uterino estavam na
faixa etaria de 36 — 50 anos, isto pode ser devido ao fato de que as lesbes pré-cancerigenas
demoram anos para evoluir para o cancer da cérvice uterina, atingindo assim em maioria
mulheres com idade superior a 30 anos (MA; YANG, 2021). Em um estudo de coorte
retrospectivo realizado no Brasil com 1.004 pacientes diagnosticadas com cancer do colo
uterino foi observado que cerca de 70% das pacientes com CCU tinham mais de 40 anos de
idade (ROZARIO et al., 2019). Resultados similares foram encontrados em outras pesquisas
nacionais, onde observou-se a predominancia de mulheres na faixa etaria entre 40 a 59 anos
(SILVA et al., 2018; MASCARELLO et al., 2012).

Isto pode estar relacionado as falhas no acesso aos servicos de salde para rastreamento e
diagnostico do CCU (SOUZA et al., 2022; TOMASI et al., 2015), visto que o Ministério da
Saude recomenda a realizacdo periddica do exame citopatologico dos 25 até os 64 anos, cujo
intervalo para realiza¢do do exame ¢ definido de acordo com os Ultimos resultados encontrados,
com o intuito de identificar as lesGes pré-cancerigenas prevenindo a evolucao para o cancer do
colo uterino (INCA, 2016).

Ao analisar a faixa etaria em outros estudos realizados em paises em desenvolvimento foi
possivel observar que na India a maioria das pacientes com cancer do colo do Gtero possuiam
entre 45 e 54 anos (31,76%) (JAIN et al., 2017), na Etiopia 30,9% das mulheres com CCU tinha
de 40 a 49 anos (KANTELHARDT et al., 2014) e no Nepal 33,3% possuia entre 50-60 anos
(PARAJULI; DAWADI; KHADKA, 2020).

O tipo histologico mais frequente em nosso estudo foi o carcinoma de células escamosas
(in situ) (81,8%), corroborando com os achados de estudos realizados nos estados de
Pernambuco (85,19%) (SILVA et al., 2018), Espirito Santo (87,0%) (MASCARELLO et al.,
2012), Séo Paulo (70,6%) (THULER; AGUIAR; BERGMANN, 2014) e de paises como a
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China (87,8%) (ZHANG et al., 2021), a india (88,10%) (JAIN et al., 2017) e a Venezuela (92,9
%) (ALTUVE; MONSALVE; NOGUERA, 2014) que também registraram uma maior
prevaléncia de carcinoma de células escamosas na populacdo estudada. Esse tipo representa
cerca de 80% dos casos de CCU (INCA, 2021b).

Devido & magnitude da sua incidéncia, morbidade e mortalidade, o cancer do colo do utero
se configura como um importante problema de satde publica (WHO, 2022). Assim, os fatores
associados a regressao ou progressao para 0 CCU tem sido alvo de estudos ha anos, entretanto,
alguns fatores ndo estdo totalmente esclarecidos, como os fatores genéticos, principalmente em
paises como o Brasil, etnicamente heterogéneo e miscigenado, apresentando assim uma grande
variabilidade genética (LINS et al., 2010). Dessa forma, se faz necesséria a realizacdo de
estudos nessa populacdo que avaliem a associacdo entre fatores genéticos, como o0s

polimorfismos e o cancer do colo do Utero.

6.1 TLR4 896 A>G

A identificacdo de biomarcadores genéticos é de grande importancia para conhecer 0s
mecanismos envolvidos no cancer do colo uterino e auxiliar no manejo clinico das pacientes
diagnosticadas com a doenca. No presente estudo caso-controle, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa na comparagdo das frequéncias alélicas e genotipicas, onde o alelo
G (p=0,01; RC com 95% IC=5,8 [1,4-24,4]) e o0 gendtipo A/G foram associados ao aumento do
risco de cancer cervical (p=0,01; RC com 95% IC=6,5 [1,5-28,5]). Isso demonstra que ao
comparar 0 gendtipo ancestral A/A com o heterozigoto A/G a presenca de um alelo G foi
suficiente para aumentar o risco. Zidi et al. (2016) ao compararem canceres em estagios iniciais
com canceres em estagios avancados identificaram que o alelo G e o gendtipo combinado
A/G+G/G estavam associados ao aumento do risco para estagios mais avangados de cancer do
colo uterino.

Essa relacdo de risco estd associada ao fato de que o TLR4 é capaz de induzir tanto
respostas inflamatérias quanto antivirais, ambas relacionadas ao processo de carcinogénese
cervical (JUSTINO et al., 2019; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; SATOH; AKIRA,
2016; ZHOU et al., 2022; AGGARWAL et a., 2009). O TLR4 atua no reconhecimento de
patogenos, como o HPV, e ao sinalizar através do MyD88 ativa o fator nuclear kappa B (NFxB),
induzindo assim uma resposta inflamatéria e liberando produtos como citocinas pro-
inflamatdrias (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2019).
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Entretanto, em alguns casos ocorre a persisténcia da infeccdo por HPV devido aos
mecanismos que o Virus utiliza para escapar do sistema imunoldgico. Assim, esses mecanismos
colaboram para que a infec¢do por HPV ndo seja acompanhada de inflamacdo (STANLEY,
2006). Segundo Nunes et al. (2018), o HPV de alto risco pode bloquear a ativagao do NFkB ¢
inibir a sinalizacdo de Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRS), além de ser capaz de
comprometer tanto a imunidade inata quanto a ativacdo da resposta adaptativa.

Yang et al. (2017) apresentaram uma interessante contribuigdo acerca da interferéncia
causada pelo HPV na expresséo e na regulacdo das vias de sinaliza¢éo dos receptores Toll-like,
induzindo uma infecgéo persistente. Ainda que os mecanismos relacionados a eliminagao viral
ndo estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que a inflamacdo aguda € o principal meio
utilizado pelo sistema imune inato para combater as infecgdes. Entretanto, alguns estudos
identificaram que a inflamagdo cronica desempenha um importante papel no processo de
carcinogénese cervical (AGGARWAL et al., 2009; SINGH et al., 2019; COUSSENS; WERB,
2002).

Devido a crescente evidéncia sugestiva do papel do TLR4 na patogénese do cancer,
polimorfismos genéticos dentro desse gene foram investigados por Nath et al. (2020) em um
estudo realizado na india, onde foi identificada uma associacio entre o polimorfismo do TLR4
com o aumento da susceptibilidade a infeccdo por HPV de alto risco oncogénico (HPV16/18)
e o carcinoma de células escamosas do colo do utero. Em mulheres chinesas foi identificado
um aumento nos niveis de expressdo de TLR4 em tecidos de neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) e de cancer cervical em comparagdo com o grupo controle (HASIMU et al., 2011). Em
contrapartida, Aggarwal et al. (2015) realizaram um estudo do tipo caso-controle na india onde
observaram uma diminuicdo na expressdao de TLR4 em mulheres com cancer cervical em
comparacao com mulheres saudaveis.

Moura et al. (2022) por meio de uma meta-analise e andlise de bioinformatica ndo
encontraram associacdo entre o cancer do colo uterino e os polimorfismos TLR4 +896A>G
(rs4986790) e TLR4 +7263G>C (rs11536889). No entanto, identificaram associacfes entre o
CCU e os polimorfismos TLR4 +1196C>T (rs4986791), TLR4 -2604A>G (rs10759931) e TLR4
+7764C>T (rs1927911) (MOURA et al., 2022). Zidi et al. (2014) ao avaliarem o papel do
polimorfismo TLR4 (Asp299Gly) na patogénese do cancer cervical em mulheres tunisianas,
observaram uma associagdo entre o0 CCU, o gendtipo A/A e o alelo A.

Apesar da capacidade dos SNPs de gerar uma desregulacdo da sinalizacdo do TLR4
capaz de causar um desequilibrio entre as citocinas pré e anti-inflamatérias, modulando assim

0 risco de inflamacdo crénica e cancer, os dados publicados a respeito da associacdo do
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polimorfismo TLR4 896A>G com o cancer cervical ainda sdo controversos, visto que esses
SNPs podem variar bastante entre diferentes populacdes (JING; LI; YUAN, 2012). Os
resultados da meta-analise do polimorfismo TLR4 896A>G realizados neste trabalho nédo
demonstraram associagdes significativas, divergindo dos resultados encontrados na populagéo
do agreste alagoano. Tal fato pode ser explicado devido a escassez de estudos de associacao
entre 0 SNP TLR4 896 A>G (rs4986790) e o cancer cervical, assim como o baixo numero
amostral dos estudos incluidos na meta-andlise, indicando assim uma limitag&o.

Vale ressaltar que as variantes polimorficas do receptor Toll-like 4 (TLR4) tem
despertado interesse na pesquisa em relagdo a diversos tipos de canceres, como o carcinoma
gastrico (ZHOU et al., 2014; ZOU; WANG; FANG, 2013) e o cancer colorretal (SEMLALI et
al., 2016). Além disso, também foram observados altos niveis de expressdo do TLR4 em cancer
de colon (CHUNG; KIM, 2016; HSU et al., 2011), pulmdo (WANG et al., 2017), pancreas
(LANKI et al., 2018) e hepatocelular (HSIAO et al., 2015).

6.2 iINOS -1173 C>T

A 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS) é uma molécula inflamatdria envolvida no
cancer cervical mediado por inflamacdo (EBRAHIMI; SOLTANI; HASHEMY, 2018;
DEIVENDRAN; MARZOOK; RADHAKRISHNA PILLAI, 2014). Entretanto, na analise geral
da correlacdo entre o polimorfismo no gene iINOS e o cancer cervical, nenhuma associacgao foi
encontrada na populacdo do agreste alagoano. O gendtipo raro -1173T/T néo foi identificado
em nenhum grupo e o heterozigoto -1173T/C apresentou uma baixa frequéncia nessa
populacdo. Os resultados encontrados sdo inconclusivos devido ao tamanho limitado da
amostra, que apresentou um baixo poder amostral.

Apesar dessa limitacdo, os dados corroboram com os achados de uma meta-analise
realizada por Jiao et al. (2015), onde foi analisada a relagdo entre polimorfismos do gene iNOS
e o risco de cancer. Os resultados da analise demonstraram que ndo houve associagdo. Em um
estudo do tipo caso-controle realizado com mulheres coreanas também ndo foi identificada uma
associacao significativa entre o polimorfismo da iNOS com o cancer do colo uterino (LEE et
al., 2007). Apesar de ser um marcador de estresse nitrosativo e inflamacéo, De Marco et al.
(2012) observaram uma diminui¢&o nos niveis de expressdo de iNOS em lesdes displasicas e
neoplasicas em comparagcdo com 0s niveis encontrados em tecidos saudaveis.

Devido a sua influéncia os SNPs em genes da iNOS vem sendo estudados no contexto

dos mais diversos tipos de cancer. Kaise et al. (2007) identificaram um aumento do risco de
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carcinoma gastrico associado ao polimorfismo nesse gene na populacdo japonesa. Ryk et al.
(2015) observaram que os SNPs no gene dessa isoforma exercem influéncia no risco de cancer
de préstata mais agressivo. Shen et al. (2007) ao investigarem o polimorfismo da 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e o risco de cancer de bexiga encontraram uma relacdo significativa
com o aumento do risco de desenvolvimento desse tipo de carcinoma e também com o seu
estagio clinico. Em um estudo realizado por Jorge et al. (2010) em uma populacgdo do sudeste
brasileiro foi observada uma associacdo entre o polimorfismo NOS2 -954 G/C e o cancer

gastrico, entretanto, 0 SNP NOS2 -1173 C/T néo foi encontrado na amostra estudada.
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7 CONCLUSAO

e Na comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP TLR4 896 A>G
(rs4986790) foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa, onde o alelo G
(p=0,01; RC com 95% IC=5,87 [1,41-24,40]) e o genotipo A/G foram associados ao
aumento do risco de cancer do colo uterino (p=0,01; RC com 95% IC=6,57 [1,51-
28,56]).

e Na&o houve associacdo significativa entre o polimorfismo iNOS -1173C>T (rs9282799)
e o cancer cervical na populacdo do agreste alagoano.

e Na meta-analise com outras populagbes ndo foram encontradas associacdes

significativas entre o polimorfismo TLR4 896 A>G e o cancer cervical.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados encontrados neste estudo contribuirdo para o entendimento da patogénese
do céncer do colo uterino e para a identificacdo de biomarcadores genéticos que poderdo ser
utilizados como métodos de progndstico, diagnostico precoce e novas estratégias terapéuticas.

S&0 necessarios novos estudos com um namero amostral maior a fim de elucidar a
influéncia do polimorfismo INOS -1173 C>T (rs9282799) no processo de carcinogénese

cervical, visto que o nimero de estudos atuais € limitado.
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APENDICE A — Gréficos de floresta e de funil da meta-analise do polimorfismo TLR4
896 A>G (rs1800629)

Gréfico de floresta da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade
ao cancer cervical (G vs A).
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Grafico de floresta da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade
ao cancer cervical (Geno6tipos A/G vs A/A no modelo codominante).
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Grafico de floresta da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade
ao cancer cervical (Gen6tipos G/G vs A/A no modelo codominante).
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Grafico de floresta da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade
ao cancer cervical (Geno6tipos A/G+G/G vs A/A no modelo dominante).
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Gréfico de floresta da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade
ao cancer cervical (Gen6tipos G/G vs A/A+A/G no modelo recessivo).

Cervical cancer Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Qur data 0 27 0 72 Not estimable
Pandey et al., 2019 3 110 2 141 241% 1.95[0.32, 11.87] I
Pandey et al., 2009 1 150 1 150 14.0%  1.00[0.06, 16.14]
Zidi et al., 2016 8 130 7 260 61.9% 2.37 [0.84, 6.69] __._
Total (95% Cl) 417 623 100.0%  2.08 [0.88, 4.89] e
Total events 12 10

1, . 2= = - 2= a, 1 1 1 ]
Heterogeneity: Chi® = 0.33, df = 2 (P = 0.85); I = 0% IU.D1 D_I‘I ] 1|0 100.

Test for overall effect: Z = 1.67 (P = 0.09)

Fonte: Autor da pesquisa, 2022.



65

Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade ao
cancer cervical (G vs A).
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Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade ao
cancer cervical (Gen6tipos A/G vs A/A no modelo codominante).
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Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade ao

cancer cervical (Geno6tipos G/G vs A/A no modelo codominante).
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Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade ao
cancer cervical (Gen6tipos A/G+G/G vs A/A no modelo dominante).
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Gréfico de funil da meta-analise do polimorfismo TLR4 896 A>G (rs1800629) na susceptibilidade ao

cancer cervical (Gen6tipos G/G vs A/A+A/G no modelo recessivo).
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Polymorphisms in Toll-like receptors (TLRs) genes have been associated with cervical cancer, but some in-
consistencies were found in the results. The present study aimed to investigate the role of polymorphisms in the
TLRs genes in cervical cancer, through meta-analysis and bioinformatics analysis. Searches were performed in
PubMed, Science Direct, Scopus and Web of science online databases until November 2020. For bioinformatics
analysis, we used SNP2TFBS, Raptor-X, MUpro, Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA). The
results of meta-analysis showed that the +1196T (rs4986791 TLR4), +7764T (rs1927911 TLR4), -1486C
(rs187084 TRL9) +2848A (rs352140 TRL9) alleles carriers and -2604G/G (1s10759931 TLR4), -1237C/C
(rs5743836 TRL9) genotypes were associated with an increased risk for cervical cancer. The bioinformatics
analysis revealed that the -1237T>C (rs5743836) and -1486T>C (rs187084) polymorphisms can affect the
transcription factors binding sites (RELA, NFKB1 and THAP1) in the TLR9 gene, and the +2848G>A (1s352140)
polymorphism seems to alter the structure and stability of TLR4 protein. Additionally, using GEPIA, was
observed a significantly high of IL-1p, IL-18 and TNF-« expression in cervical cancer tissues compared to normal
tissues. These finds indicate that polymorphisms in the TLR4 and TLR9 genes can affect intracellular signaling
and, consequently, change the patterns of the immune response, leading to an increased risk for cervical cancer.

1. Introduction

Cervical cancer is the fourth most common cancer in women, with
approximately 570 000 cases and 311 000 deaths registered annually
around the world (World Health Organization, 2018). Human papillo-
mavirus (HPV) infection has been identified as the main etiological
agent in the development and progression of cervical neoplasms (WHO
Fact Sheet, 2016). Persistent high-risk HPV infection is necessary, but
not enough factor for the development of cervical cancer, because not all
women with this infection developed the disease (Demir et al., 2012).
Other factors besides HPV infection have been attributed to the

development of cervical cancer, including the host’s immune system (Du
et al., 2019; Torres-Poveda et al., 2016).

Toll-like receptors (TLRs) are pattern recognition receptors (PRR)
that play a crucial role in the host’s innate immune, expressed mainly by
leukocytes (Akira and Takeda, 2004). In humans, there are 11 different
TLRs, which are classified according to their location in the cell, such as
transmembrane (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 and TLR11) that rec-
ognizes antigens in the extracellular environment, and endosomal
(TLR3, TLR7, TLRS and TLR9) that recognizes antigens in the intracel-
lular region (Cook et al., 2004; Lin et al, 2012). TLRs recognize to
components of microbial cell walls/membranes or endogenous-tissue

* Corresponding author at: Federal University of Alagoas (UFAL) — Campus Arapiraca, AL 115, Km 65, Bom Sucesso, City of Arapiraca-Alagoas, CEP:57300-970,

Brazil.
E-mail address: edilsonleite17@hotmail.com (E.L. Moura).

https://doi.org/10.1016/j.imbio.2022.152187

Received 2 August 2021; Received in revised form 3 January 2022; Accepted 3 February 2022

Available online 7 February 2022
0171-2985/© 2022 Elsevier GmbH. All rights reserved.



Meta Gene 29 (2021) 100943

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect
Meta Gene

journal homepage: www.elsevier.com/locate/mgene

META

GENE

TNF-a-308A>G and IL-10-819C>T polymorphisms as risk factors for

i

cervical cancer: A case-control study, meta-analysis and trial

sequential analysis

Edilson Leite de Moura ™", Denise Macedo da Silva™, Ana Caroline Melo dos Santos “*,
Adriely Ferreira da Silva®, Abel Barbosa Lira Neto “/, Israel Faustino dos Santos”,

Paulo Pedro de Freitas”, Ana Paula Fernandes Barbosa“, Aline Cristine Pereira e Silva“,
Cristiane Araiijo Nascimento , Carlos Alberto de Carvalho Fraga”, José Luiz de Lima Filho,

Karol Fireman de Farias”, Elaine Virginia Martins de Souza Figueiredo

a,d

* Laboratory of Molecular Biology and Gene Expression (LABMEG), Federal University of Alagoas (UFAL), Arapiraca, Brazil

" Faculty of Medicine, Federal University of Alagoas (UFAL), Arapiraca, Brasil

*© Laboratory Keizo Asami of Immunopathology (LIKA), Federal University of Pernambuce, Recife, Brazil
4 Post-graduation Program in Health Science, Institute of Biological Sciences and Health (ICBS), Federal University of Alagoas (UFAL), Maceis, Brazil

* Faculty of Medicine, Federal University of Alagoas (UFAL), Maceié, Braxil

ARTICLEINFO ABSTRACT

69

Keywords: Polymorphisms in the cytokine genes have been associated with immunclegical variations that lead to suscep-
Cytokine ) tibility to HPV infection and the development of cervical cancer. This study aims to evaluate the influence of
Polymorphism TNF-a -308G>A and IL-10 -819C>T polymorphisms on cervical cancer susceptibility through a case-control

Cervical cancer

Human papillomavirus study, meta-analysis and Trial Sequential Analysis (TSA). A case—control study including 45 cervical cancer

patients and 179 healthy controls was conducted, TNF-a -308G>A and IL-10 -819C>T polymorphisms were

lysed using real-ti | ase chain reaction (PCR real-time). For the met: lysis, published articles
were electronically searched through the databases PubMed, Science Direct, Scopus and Web of science. In the
case-control study, the IL-10 -819T carriers were associated with an increased risk of cervical cancer. While the
TNF-a -308G>A polymorphism was not associated with cervical cancer, but sample power was less than 80%
(70%). The meta-analysis and TSA showed that both TWNF-o -308A (Overall, Asian, Caucasian and African
analysis) and IL-10 -819T (Overall and Asian analysis) cauriers were associated with an increased risk of cervical

cancer. In conclusion, the IL-10 -819C>T and TWF-z -308G>A polymorphisms may be an important genetic

biomarker for id

1. Introduction

Cervical cancer is the fourth most common cancer in women
worldwide, with approximately 570,000 eases in 2018, comresponding
to 6.6% of all female cancers (World Health Organization, 2013). In
Brazil, 16,370 new cases of cervical cancer were estimated for each year
of the 2018-2019 biennium, with an incidence rate of 15.43 cases /
100,000 women (INCA, 2018).

Human papillomavirus (HPV) infection is the most important risk
factor for cervical carcinogenesis (Bosch et al., 2002). However, only a

ifying the risk of developing cervical cancer.

small proportion of HPV infected women develop cervical cancer (Bai-
bisan et al., 2012).This suggests that other factors in combination with
HPV infection may contribute to the development of cervical cancer
(Kohaar et al., 2009). According to previous studies, the host's immune
responses play an important role in the outcome of the disease. Several
cytokines involved in modulation of host's immune response have been
related for the progression of cervical lesions (Paradkar et al., 2014).
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) has an important mechanism in
the control of HPV infection and tumor growth, such as the modulation
of viral replication and apoptosis of malignant cell (Wajant, 2009).
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ABSTRACT KEYWORDS
Objectives: This study investigated the relationship between single- SNP; cytokine genes; human
nucleotide polymorphisms (SNPs) in cytokine genes and the suscept-  Papillomavirus; cervical
ibility to Squamous Intraepithelial Lesions (SIL), cervical cancer and ~ €ancer

HPV infection through a systematic review with meta-analysis. To

verify the effect of SNPs, we also analyzed the transcription factor

binding affinity using bioinformatics tools.

Methods: Seven electronic databases (MEDLINE, Scielo, BIREME,

PubMed, Scopus, Web of Science and Science Direct) were searched

for case—control studies.

Results: A total of 35 relevant case-control studies were meta-analyzed,

including 7 cytokine genes and 15 SNPs. SNPs in IL-17A (rs2275913,

rs3748067); IL-17 F (rs763780); IL-12A (rs568408); IL-12B (rs3212227);

TNFA (rs1800629, rs361525); IL-1B (rs16944); IL-6 (rs1800795); IL-10

(rs1800896) genes were associated with increased risk for cervical can-

cer. No association was observed between meta-analyzed polymorph-

isms and SIL. Additional bioinformatics analysis suggested a possible

transcriptional regulation pathway of the TNFA and /L-10 genes through

the MZF1 (TNFA —308 G > A and /L-10 — 1082A>G) and ZNF263 (TNFA

—238 G > A) transcription factors binding.

Conclusion: Overall, 10 SNPs in cytokine genes were associated with

increased risk for cervical cancer. Therefore, in our meta-analysis, these

SNPs demonstrated to be potential biomarkers for predicting or iden-

tifying cases of high risk for SIL and cervical cancer.

CONTACT Edilson Leite de Moura @ edilsonleite17@hotmail.com e Federal University of Alagoas (UFAL) - Campus
Arapiraca, City of Arapiraca-Alagoas, CEP:57300-970, Brazil
O supplemental data for this article can be accessed here.
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Continuagdo do Parecer: 739.340

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

Endereco: Campus A . C Simées Cidade Universitaria

Bairro: Tabuleiro dos Martins CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 Fax: (82)3214-1700 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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466/12.

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.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

MACEIO, 05 de Agosto de 2014

Assinado por:

Deise Juliana Francisco
(Coordenador)

Enderego: Campus A . C Simdes Cidade Universitaria

Bairro: Tabuleiro dos Martins CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 Fax: (82)3214-1700 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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ANEXO B - 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 a participa¢do na pesquisa.”(

Resolugdo n° 466/12 — V, do Conselho Nacional de Salde)

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”. Apos ser esclarecida sobre os objetivos do projeto, e no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento que esta em duas vias. Uma delas
é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizada de
forma alguma. Em caso de divida 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
diagnostico precoce, rapido, eficiente e de baixo custo para doencas causadas pelo
papilomavirus, como por exemplo, o cancer do colo do utero, bem como, a formulagédo de novos
medicamentos que possam ser usados na prevencao da infecgdo ou no tratamento da doenca

causa por este microbio.

Participar desta pesquisa é uma opcao e no caso de ndo 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 doagéo de sangue e/ou SWAB bucal (utilizando a escovinha
com uma leve pressdo na mucosa da boca), células epiteliais e/ou biopsia para diagndsticos
laboratoriais a partir de amostras da regido perineal, vulva, vagina e/ou colo do Utero. A coleta
de sangue ndo faz parte do procedimento padrao de exames ginecoldgicos implementados pelo

Ministério da Saude, sendo este um desconforto adicional. O estudo consistira ainda em
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entrevista semi-estruturada e acesso ao seu prontuério, 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 participacdo no projeto, e a

gualguer momento pode desistir de colaborar da pesquisa.

C) Com a participacdo no projeto as informacdes geradas pelo diagndstico 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 ginecoldgico periddico, existe apenas um desconforto no momento
da observacdo do colo do Gtero, de onde sera feita uma coleta. Os riscos relacionados a coleta
de sangue, que ndo faz parte do exame ginecologico periodico, sdo: leve desconforto no
momento da coleta, e possibilidade de surgimento de um pequeno trauma no local da coleta que
desaparecera ap6s 24 ou 48 horas. Os riscos a minha salde fisica e mental sdo minimos. Eu
terei como beneficio ser informado (a) do resultado da minha contribuicdo e da pesquisa em

geral.

D) As informac0es 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 servicos 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 salude 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 voluntério(a) do estudo; recebi da pesquisadora
profé. Mcs Karol Fireman de Farias do curso de graduagao em enfermagem — UFAL - Campus
Arapiraca, responsavel por sua execucao, as seguintes informacdes que me fizeram entender

sem dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:
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Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.
Que as informagdes conseguidas através da minha participacdo no estudo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto pelos responsaveis, e que a divulgacdo das mencionadas
informacbes s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto. Que ndo havera
ressarcimento de despesas, caso eu apresente algum custo na realiza¢do desta pesquisa e
de que eu néo serei indenizado por qualquer dano que venha a sofrer com a participacao

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 ddvidas sobre o

desenvolvimento projeto a qualquer momento.

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

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 participagao 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 Séo Cristovao, 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. Macei6-

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.



ANEXO C - 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 D - PROTOCOLO STREGA PARA ESTUDOS DE ASSOCIACAO

GENETICA

TABLE 1. STREGA reporting recommendations, extended from STROBE Statement

ltem STROBE Guideline Extension for Genetic
Item oeEar Association Studies
(STREGA)
Title and 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or
Abstract the abstract.
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what
was done and what was found.

Introduction

Background 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being

rationale reported.

Objectives 3 State specific objectives, including any pre-specified hypotheses. State if the study is the first
report of a genetic
association, a replication
effort, or both.

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper.

Setting 5 Describe the setting, locations and relevant dates, including periods of

recruitment, exposure, follow-up, and data collection.
It STROBE Guideline Extension for Genetic

Item ot Association Studies

number
(STREGA)
Participants 6 (a) Cohort study — Give the eligibility criteria, and the sources and Give information on the

methods of selection of participants. Describe methods of follow-up.  criteria and methods for
selection of subsets of

Case-control study — Give the eligibility criteria, and the sources and ~ participants from a larger

methods of case ascertainment and control selection. Give the study, when relevant.

rationale for the choice of cases and controls.

Cross-sectional study — Give the eligibility criteria, and the sources

and methods of selection of participants.

(b) Cohort study — For matched studies, give matching criteria and

number of exposed and unexposed.

Case-control study — For matched studies, give matching criteria

and the number of controls per case.

Variables 7 (a) Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential (b) Clearly define genetic
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable. exposures (genetic variants)
using a widely-used
nomenclature system.
Identify variables likely to be
iated with populatic

stratification (confounding
by ethnic origin).
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Item

STROBE Guideline
Item

number

Extension for Genetic
Association Studies
(STREGA)

Data sources
measurement

g* (a) For each variable of interest, give sources of data and details of
methods of assessment (measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one group.

(b) Describe laboratory
methods, including source
and storage of DNA,
genotyping methods and
platforms (including the
allele calling algorithm used,
and its version), error rates
and call rates. State the
laboratory/centre where
genotyping was done.
Describe comparability of
laboratory methods if there
is more than one group.
Specify whether genotypes
were assigned using all of
the data from the study

I ly orin Il

batches.

Bias

9 (a) Describe any efforts to address potential sources of bias.

(b) For quantitative outcome
variables, specify if any
investig of potential
bias resulting from
pharmacotherapy was
undertaken. If relevant,
describe the nature and
gnitude of the potential
bias, and explain what
approach was used to deal

Item

STROBE Guideline
Item

number

Extension for Genetic
Association Studies
(STREGA)

with this.

Study size

10 Explain how the study size was arrived at.

Quantitative
variables

11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If
applicable, describe which groupings were chosen, and why.

If applicable, describe how
effects of treatment were
dealt with.

Statistical
methods

12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for
confounding.

State software version used
and options (or settings)
chosen.

(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions.

(c) Explain how missing data were addressed.

(d) Cohort study — If applicable, explain how loss to follow-up was
addressed.

Case-control study — If applicable, explain how matching of cases
and controls was addressed.

Cross-sectional study — If applicable, describe analytical methods
taking account of sampling strategy.
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(e) Describe any sensitivity analyses.

(f) State whether Hardy-
Weinberg equilibrium was
considered and, if so, how.

(g) Describe any methods
used for inferring genotypes
or haplotypes.

(h) Describe any methods
used to assess or address
lation stratificati

PY

(i) Describe any methods
used to address multiple
comparisons or to control
risk of false positive
findings.

(j) Describe any methods
used to address and correct
for relatedness among
subjects

Results

Item

bon, number

STROBE Guideline

Extension for Genetic
Association Studies
(STREGA)

Participants 13*

(a) Report the numbers of individuals at each stage of the study - e.g.,
numbers potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible,
included in the study, completing follow-up, and analysed.

Report numbers of
individuals in whom
genotyping was attempted
and numbers of individuals
in whom genotyping was
successful.

(b) Give reasons for non-participation at each stage.

(c) Consider use of a flow diagram.

Descriptive data 14*

(a) Give characteristics of study participants (e.g., demographic, clinical,
social) and information on exposures and potential confounders.

£, n

Consider giving i
by genotype.

(b) Indicate the number of participants with missing data for each variable
of interest.

(c) Cohort study — Summarize follow-up time, e.g. average and total
amount.

83



STROBE Guideline

Extension for Genetic

Item mllt:\rll)ler Association Studies
(STREGA)
Outcome data 15*  Cohort study-Report numbers of outcome events or summary measures ~ Report outcomes
over time. (phenotypes) for each
genotype category over time
Case-control study — Report numbers in each exposure category, or Report numbers in each
summary measures of exposure. genotype category
Cross-sectional study — Report numbers of outcome events or summary Report outcomes
measures. (phenotypes) for each
genotype category
Main results 16 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted
estimates and their precision (e.g., 95% confidence intervals). Make clear
which confounders were adjusted for and why they were included.
(b) Report category boundaries when continuous variables were
categorized.
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute
risk for a meaningful time period.
(d) Report results of any
adjustments for multiple
ltem STROBE Guideline Extension for Genetic
Item nubor Association Studies
(STREGA)
comparisons.
Other analyses 17 (a) Report other analyses done — e.g., analyses of subgroups and
interactions, and sensitivity analyses.
(b) If numerous genetic
exposures (genetic variants)
were examined, summarize
results from all analyses
undertaken.
(c) If detailed results are
available elsewhere, state
how they can be accessed.
Discussion
Key results 18 Summarize key results with reference to study objectives.
Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential

bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of any potential
bias.
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Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives,

limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and other

relevant evidence.
Generalizability 21 Discuss the generalizability (external validity) of the study results.
Other Information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present

study and, if applicable, for the original study on which the present article

is based.

STREGA = STrengthening the REporting of Genetic Association studies; STROBE = STtrengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology.

* Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and unexposed groups in
cohort and cross-sectional studies.
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