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RESUMO

Estudos epidemiolégicos e moleculares tém sugerido que o HPV é o principal fator de risco
para o desenvolvimento de lesdes malignas na cérvice uterina. E, sendo o numero de infecgbes
extremamente maior do que o numero de casos de cancer cervical, este fato nos leva a investigagao
de outros fatores associados, como por exemplo, a predisposi¢do imunolégica do hospedeiro.

Este estudo tem como objetivo avaliar a associagdo dos polimorfismos (-1082A/G) e (-308
A/G), localizados nos genes da IL-10 e TNF-a, respectivamente, com a infecgao genital pelo
Papilomavirus Humano (HPV), incluindo os tipos oncogénicos HPV-16, 18 e 31, visto que, estas
citocinas sdo moléculas importantes na resposta imune contra infecg¢des virais.

Trata-se de um estudo de casos e controles. O grupo controle foi composto por 211 mulheres,
que apresentavam resultado negativo para infec¢ao genital por HPV, identificada através da técnica
de Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e exame citopatolégico sem alteragdes. Ja os casos,
corresponderam a 84 mulheres com infecgdo genital por HPV e resultado anatomopatolégico
alterado. . A técnica de amplificacao refrataria de mutagdes (ARMS-PCR) foi utilizada para a
identificacdo dos polimorfismos. Regressao logistica multipla foi utilizada para verificar a associagao
das variaveis estudadas com o desfecho (infecgdo genital pelo HPV).O calculo de Equilibrio de
Hardy-Weinberg foi utilizado para verificar se as frequéncias alélicas e gentotipicas observadas estéo
de acordo com as esperadas na populagdo em estudo..

Para os resultados de IL-10, a frequéncia genotipica observada nos casos foi de 11,9% (AA),
28,6% (AG) e 59,5% (GG); a frequéncia alélica foi de 26,0% para A e 74,0% para G. No grupo
controle, a freqliéncia genotipica encontrada foi 22,8% (AA), 48,8% (AG) e 28,4% (GG); a frequiéncia
alélica foi de 47,0% para A e 53,0% para G. Houve diferenca significativa entre os grupos estudados,
tanto para a freqliéncia alélica quanto para a genotipica (p<0,0001). Entre as mulheres com infecgéo,
encontramos associagéo das lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LGSIL) com o gendtipo
GG (p=0,02). As variaveis idade (RC=4,70; 1C95%: 2,61-8,40), co-infeccdo por HIV (RC=11,21;
1C95%:1,002-125,33) e o gendtipo GG (RC=4,22; 1C95%: 1,84-9,61) permaneceram
independentemente associados ao desfecho (infecgéo genital pelo HPV).

Para TNF-a, a homozigosidade do alelo G (gendtipo GG) foi encontrada em maior freqiéncia

nos casos (36,9%), seguido por 35,7% do gendtipo AA e 27,4% do gendtipo AG. Houve diferenca
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significativa entre os grupos estudados, tanto para a frequéncia alélica (p<0,0002) quanto para a
genotipica: AA (p=0,03), AG e GG (p<0,0001). Analisando a associagao com lesdes cervicais e tipos
oncogénicos, encontramos associagao entre o genoétipo GG e LGSIL (p<0,01). O gendtipo GG esta
associado ao tipo oncogénico HPV-16 (p<0,05), e a co-infeccdo pelo virus HIV (p<0,001). As
variaveis idade (RC=3,46; 1C95%: 1,89-6,33), os gendtipos AG (RC=9,21; IC95%: 4,29-19,75) e AA
(RC=2,73; 1C95%: 1,25-6,00) permaneceram independentemente associados ao desfecho (infecg¢ao
genital pelo HPV).

Com estes resultados, é possivel sugerir que a predisposi¢do determinada geneticamente para
a producao de altos niveis de IL-10 e TNF-a parece estar associada a infecgao genital pelo HPV,
mostrando a importancia da resposta imunolégica do hospedeiro no processo de infecgdo e na

progressao das lesdes cervicais geradas pelo Papilomavirus Humano.

Palavras-Chave: HPV, polimorfismo, IL-10, TNF-a, cancer cervical.
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ABSTRACT

Molecular and epidemiological studies have suggested that HPV is the most important risk
factor for the development of malignant lesions in the uterine cervix. The fact that the number of HPV
infections is extremely greater than the number of cervical cancer cases leads us to the investigation
of other risk factors, such as the predisposition of the host immune.

The present study aimed to evaluate the influence of genetic polymorphisms (-1082A/G) and
(-308A/G), located in the genes of IL-10 and TNF-a, respectively, with the genital HPV infection,
including oncogenic HPV-16, 18 and 31, since these cytokines are important molecules in the immune
response against viral infections.

This is a case-control study. The control group was composed by 211 women, who have tested
negative for HPV genital infection by the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, and who had
normal cytologic results. Cases were 84 women with HPV genital infection and abnormal
anatomopathological results. The technique of amplification refractory mutation system (ARMS-PCR)
was used to identify the polymorphisms. Multiple logistic regression was used to verify the association
between the study factors and the outcome (genital infection by HPV). The Hardy-Weinberg
equilibrium was used to verify whether the observed allelic and genotypic frequencies were according
with the expected in the studied population.

For the results of IL-10, the genotypic frequencies observed in the group of women with
infection was 11.9% (AA), 28,6% (AG) and 59.5% (GG), the allelic frequency was 26.0% for 74.0% for
A and G. In the control group, the frequency was found genotypical 22.8% (AA), 48.8% (AG) and
28.4% (GG), the allelic frequency was 47.0% to 53.0% for A and G. There were significant differences
between groups, both for the allelic frequency as for the genotypic (p<0.0001). Among women with
infection, we found association of injuries LGSIL with the GG genotype (p=0021). The variables age
(OR=4.70; 95%IC: 2.61-8.40), HIV co-infection (OR=11.21; 95%IC: 1.002-125,33), and genotype GG
(OR=4.22; 95%IC: 1.84-9.61) remained independently associated to the outcome (genital HPV
infection).

For TNF-a analysis, the genotypic frequencies observed in the group of patients was 22.0%
(AA), 69.0% (AG) and 8.0% (GG), the allelic frequency was 57.0% and 43.0% for A to G. In the control

group, the frequency genotype was found 35.0% (AA), 27.0% (AG) and 36.0% (GG), the allelic
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frequency was 49.0% for A and 51.0% for G. There were significant differences between groups, both
for the allelic frequency (p<0.0002) and to the genotypic: AA (p=0.03), AG e GG (p<0.0001).
Analysing the association with cervical lesions and with high-risk type, there was found a significant
association, between the genotype GG and LGSIL (p<0.01). The genotype GG is associated with the
HPV-16 infection (p<0.05) and with the HIV virus co-infection (p<0001). The variables age (OR=3.46;
95%IC: 1.89-6.33), genotypes AG (OR=9.21; 95%IC: 4.29-19.75) and AA (OR=2.73; 95%IC: 1.25-
6.00) remained independently associated to the outcome (genital HPV infection).

The results suggest that the genetically determined predisposition to produce high levels of IL-
10 and TNF-a may be related to the genital HPV infection showing the importance of the host immune

response in the progression of cervical lesions caused by the Human Papillomavirus.

Keywords: HPV, polymorphism, IL-10, TNF-a, cervical cancer.
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APRESENTAGAO

Este trabalho consiste na Tese de Doutorado, apresentada ao Programa de Pdés-Graduagéo
em Epidemiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 2009. Este estudo objetiva
analisar a associagao de polimorfismos de genes do sistema imunolégico, Interleucina- 10 (IL-10) e 0
Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), com a infec¢ao pelo Papilomavirus Humano (HPV). Além
disso, pretende verificar a associacdo destes polimorfismos com o desenvolvimento de lesdes de
baixo grau (LGSIL) e lesGes mais graves (HGSIL).

O trabalho é apresentado em trés partes: (i) Introdugéo, Revisdo da Literatura e Objetivos; (ii)
Artigos e (iii) Conclusdes e Consideracdes Finais.

Os resultados sdo apresentados na forma de dois artigos. Um avalia a associagdo do
polimorfismo presente na regidao promotora (-1082) do gene da IL-10 e a infecgdo por HPV. O outro
artigo avalia a associagdo do polimorfismo (-308) do gene do TNF-a com a infegdo por tipos
oncogénicos de HPV.. As consideragdes finais discutem os principais achados dos artigos

Documentos de apoio, incluindo o Projeto de Pesquisa estdo apresentados nos anexos.
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INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus de DNA da familia Papillomaviridae que foi descrito
pela primeira vez em 1954 (Bibbo & Silva Filho, 1998; Dunne & Markowitz, 2006). De carater
predominantemente epiteliotréfico, o HPV esta presente na pele e mucosa de muitos animais. Em
humanos, mais de 100 tipos ja foram descritos, sendo que 30 destes infectam as regides genitais e
mucosas (Maciag & Villa, 1999; de Araujo Souza & Villa, 2003).

Atualmente, o HPV é a infecgdo viral sexualmente transmissivel mais freqliente, atingindo
cerca de 10,0 a 12,0% das mulheres com vida sexualmente ativa (Naud, 1993; Carvalho & Oyakawa,
2000). Em relagédo as mulheres jovens, entre 20 e 29 anos, sua prevaléncia é ainda maior, de 20,0 a
40,0% (Naud, 1993).

Considerado o principal agente etiolégico de lesbes urogenitais tais como verrugas genitais,
lesdes planas e alteragbes estruturais no colo do utero, vagina, vulva e anus, é também responsavel
pelo desenvolvimento da neoplasia cervical ou cancer do colo uterino (Hoory et al, 2008).

Os tipos virais sao classificados em HPV de alto e baixo risco de acordo com a freqiiéncia em
que aparecem associados a processos cancerigenos, e, portanto, divididos de acordo com seu
potencial oncogénico (Dunne & Markowitz, 2006). O grupo considerado de baixo risco inclui os tipos
HPV 6, 11, 26, 42, 44, 54, 70 e 73, os quais sdo encontrados, na maioria das vezes, em verrugas
genitais, anogenitais e, parece ndao oferecer nenhum risco de progressao para a malignidade. O
grupo que representa alto risco inclui os tipos HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66 e
68 e estao relacionados com o desenvolvimento de carcinoma cervical (Bibbo & Silva Filho, 1998;
Vargas & Dalla Corte, 2002; Silva et al, 2006).

O céncer cervical € um problema de saude publica muito importante em paises em
desenvolvimento, ocorrendo em torno de 80,0% dos casos diagnosticados. Allém disso, sao
registrados mais de 300.000 casos incidentes por ano em todo o mundo (Hernandez-Girén et al,
2005; Hoory et al, 2006; Sinal & Woods, 2006).

Este cancer € um dos tumores malignos mais freqientes na populagdo feminina brasileira,
superado apenas pelos canceres de mama e de pele nao-melanoma. Dados absolutos sobre

incidéncia e mortalidade por cancer cervical do Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimaram para
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2008, 18.680 casos novos, com um risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2008).

Estima-se que a incidéncia em escala mundial esteja em torno de 500.000 casos por ano,
sendo a patologia responsavel por 15,0% de todas as neoplasias invasoras diagnosticadas em
mulheres, e a segunda malignidade ginecoldégica mais frequiente no mundo (Fernandes et al, 2005;
Song et al, 2008). Constitui-se um dos mais relevantes problemas de saude publica, especialmente
para os paises em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil, onde se estima que cerca de 40.000
casos novos surjam anualmente (Silva Silveira et al, 2005; Deshpande et al, 2005).

A implicagdo do HPV em praticamente todos os canceres cervicais nos leva a investigacao de
outros fatores associados, pois 0 numero de infecgbes é extremamente maior do que o nimero de
casos de cancer cervical. Estudos epidemiolégicos e moleculares tém sugerido que o HPV é o
principal fator de risco para o desenvolvimento de lesbes malignas na cérvice uterina (Mufioz, 2000;
Maciag & Villa, 2003). O DNA deste virus tem sido encontrado em 90,0% dos casos de mulheres com
lesbes cancerosas na cérvix uterina, com predominancia do tipo HPV 16 sobre os demais tipos
oncogénicos(Dunne & Markowitz, 2006).

Certamente, outros fatores associados também contribuem para a formagéo e progressao das
lesdes pré-malignas e do cancer cervical, uma vez que nem todas as mulheres infectadas pelo HPV
de alto risco fatalmente desenvolverado cancer (Odunsi et al, 1995; Pinto et al, 2002; Horry et al, 2008;
Song et al, 2008).

Varios estudos tém sugerido a possivel influéncia de outros fatores associados ao HPV, para o
desenvolvimento desta neoplasia. Dentre estes estdo a idade da mulher, o uso de tabaco, a
diversidade de parceiros sexuais, a frequéncia de infecgbes genitais, o uso continuado de
contraceptivo oral e o numero de gestacbes ao longo da vida (Morrison et al, 1991; Syrjanen et al,
2006; Vaccarella et al, 2006; Steben & Duarte-Franco, 2007; Schiffman et al, 2007; Hoory et al, 2008).

A exposi¢do ao fumo, mesmo sendo passiva, tem sido sugerida como fator relacionado a um
aumento do risco de desenvolvimento do cancer cervical (Pinto et al, 2002; Schiffman et al, 2007;
Song et al, 2008). A presenga de substancias carcinogénicas provenientes do cigarro na mucosa

cervical tem sido descrita como possivel explicagao para essa associagao epidemioldgica.
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Outros fatores restritos ao hospedeiro, tais como regulacdo hormonal, resposta imune e
predisposicdo genética também tém sido relacionados ao cancer cervical (Burger et al, 1993;
Prokopczyk et al, 1997; Calhoun et al, 2002; Scheurer et al, 2005).

A investigacao de fatores genéticos ligados a imunidade é essencial para o entendimento das
associagdes deste virus com as células do hospedeiro. Estudos sugerem uma associagédo entre a
atuagao do virus do HPV de alto risco no hospedeiro levando ao desenvolvimento de lesdes pré-
malignas e de fatores imunolégicos e genéticos que impecam a acgdo viral (Maciag & Villa, 2000;
Hildesheim & Wang, 2002; Machado et al, 2004).

Na genética médica, os marcadores tém uma ampla utilidade na avaliagdo da predisposi¢ao
para diversos disturbios, entre eles, o cancer cervical. Os polimorfismos tém relevancia para seu uso
como “marcadores” genéticos com o objetivo de distinguir diferentes formas hereditarias de um gene
(Nussbaum et al, 2002; de Araujo Souza & Villa, 2003; Kirkpatrick et al, 2004; Farzaneh et al, 2006;
Fernandes et al, 2008).

Nesse estudo sera avaliada a influéncia genética dos polimorfismos (-1082A/G) e (-308 A/G)
localizado nos genes da IL-10 e TNF-a, respectivamente, no desenvolvimento de lesbes cervicais,
visto que, estas citocinas sdo moléculas importantes na resposta imune contra infecgbes virais.
Geneticamente determinadas, podem apresentar predominio para padrao associado com a
eliminagédo do HPV, ou associadas com a persisténcia da infec¢ao e progressao para lesdes cervicais
(de Araujo Souza & Villa, 2003; Kirkpatrick et al, 2004; Farzaneh et al, 2006; Fernandes et al, 2008).

O conhecimento de polimorfismos relacionados a infec¢gdo por HPV e ao desenvolvimento de
lesbes cervicais pode auxiliar no entendimento da variabilidade genética das populagcdes e no
desenvolvimento de métodos de prevengdo, como novas vacinas e de programas de vigilancia

epidemioldgica para o controle das Doengas Sexualmente Infecciosas (DSI).
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e séo classificados, primeiramente, pela
diferenciagédo (2,0% a 10,0%) na sequéncia genética do gene L1 que codifica o capsideo protéico
viral (Mufioz, 2000; Okada et al, 2000; Finnen et al, 2003; Schiffman et al, 2007; Hoory et al, 2008).

Atualmente, mais de 100 tipos de HPV ja foram identificados, sendo que 40 apresentam um
tropismo pela regido anogenital (Scheurer et al, 2005; Dunne & Markowitz, 2006). Sao considerados
microorganismos que exibem uma relagdo com o hospedeiro altamente espécie-especifico, sendo
observadas similaridades na estrutura fisica e organizagdo genémica (Scheurer et al, 2005; Dunne &
Markowitz, 2006).

O virus pode ser ainda classificado em mucoso ou cutaneo, baseado no tropismo celular
(Janicek e Averette, 2001; Scheurer, 2005; Dunne, 2006). Entre os tipos cutaneos, destacam-se os
HPV 5 e HPV 8, considerados de alto risco, pois estes estdo intimamente relacionados com a
epidermodisplasia verruciforme (EV), uma rara situagdo em que a pele sofre alteragdes ulcerosas,
oportunizando a infecgdo pelo virus, podendo ocasionar oncogénese humana (Janicek & Averette,
2001; Scheurer et al, 2005).

Os tipos virais mucosos sao classificados em baixo e alto risco, conforme a sua associagéo
com o cancer cervical (Scheurer et al, 2005; Dunne & Markowitz, 2006; Hoory et al, 2008). O HPV de
baixo risco esta relacionado, na maioria dos casos, com tumores benignos, lesdes cuténeas leves e
lesbes escamosas intraepiteliais de baixo grau (LG-SIL), também chamadas de lesdes do tipo
Neoplasias Intraepiteliais Cervicais de Grau | (NIC 1) e condiloma acuminatum. Sao representados,
principalmente, pelos HPVs 6, 11, mas outros tipos como HPV 26, 42, 43, 44, 54, 70 e 73 também
sdo descritos na literatura (Okada et al, 2000; Mufioz, 2000; Scheurer et al, 2005; Dunne &
Markowitz, 2006). Os HPVs 6 e 11 s&o responsaveis por mais de 90,0% dos casos de verrugas
anogenitais (Schiffman et al, 2007; Hoory et al, 2008).

Os tipos de alto risco estdo relacionados com neoplasia intraepitelial cervical de grau Il e lll
(NICs 1l e Ill) que podem progredir para carcinomas de colo uterino (Campion et al, 1996; Sinal &

Woods, 2005; Scheurer et al, 2005; Schiffman et al, 2007). Os principais tipos sdo representandos
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pelos HPVs 16 e 18, seguidos pelos HPVs 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 (Scheurer et
al, 2005, Schiffman et al, 2007, Hoory et al, 2008).

Os tipos HPV 16 e 18 sdo os mais prevalentes e ocorrem em 70,0% dos casos de cancer
cervical e 50,0% dos casos de NIC IIl (Smith et al, 2007; Schiffman et al, 2007; Hoory et al, 2008). O
HPV 16 é descrito como o mais prevalente, seguido pelo HPV 18 e HPV 31, sendo que em algumas
regides, esta ordem de prevaléncia pode se modificar devido a caracteristicas s6cio-comportamentais
e demograficas da populagéo. Os tipos HPV 18, 16 e 31 estdo relacionados ao cancer vulvar,
peniano, carcinoma anal e carcinoma invasivo cervical (Hoory et al, 2008). Nos casos de cancer oral,

mais de 20,0% dos casos apresentam pelo menos um tipo de HPV de alto risco (Gillison et al, 2000).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECGOES POR HPV

O cancer cervical € um problema de saude publica relevante no mundo, com mais de 500.000
casos novos por ano (Hernandez-Girdn et al, 2005; Sinal & Woods, 2005; Hoory et al, 2008).

Aproximadamente, 20 milhdes de pessoas estdo atualmente infectadas pelo HPV no mundo.
Pesquisadores estimam que entre 50,0 a 80,0% dos homens e mulheres sexualmente ativos
adquirem a infecgdo genital por algum tipo de HPV e que, entre estes, 5,0% a 10,0% tornam-se
infecgOes persistentes com tipos oncogénicos que podem progredir para o cancer cervical (Koutsky et
al, 1997; Perez, 2001; Hernandez-Girén et al, 2005; Baseman & Koutsky, 2005; Trottier & Franco,

2006; Schiffman et al, 2007; Bosch et al, 2008).

Segundo Dunne & Markowitz (2006), a infec¢ao persistente por tipos oncogénicos é o fator

mais importante para o desenvolvimento de lesdes precursoras do cancer cervical.

Em todo o Brasil, a incidéncia e a mortalidade do cancer cervical apenas sao superadas pelas
taxas de cancer de mama, com 49.400 novos casos (50,7/100.000 mulheres), ocupando o quinto
lugar em mortalidade na populacgdo total e o segundo entre as mulheres, com 18.680 novos casos
(19,2/100.000 mulheres). No Rio Grande do Sul, as estimativas para 2008 incluiram 1.610 novos
casos (28,2 /100.000) (INCA, 2008).

Nos paises em desenvolvimento, o cancer cervical € a maior causa de mortes em mulheres em

idade reprodutiva (Janicek & Averette, 2001; Dunne & Markowitz, 2006; Hoory et al, 2008).
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Os tipos virais 16 e 18 estdo presentes em cerca de 93,0% dos tumores malignos cervicais
investigados em diferentes locais do mundo, demonstrando o importante papel desses tipos
oncogénicos no desenvolvimento de neoplasias cervicais (Lorenzato et al, 2001; Scheurer et al, 2005;

Dunne & Markowitz, 2006; Schiffman et al, 2007).

O HPV 16 é um dos tipos de alto risco mais freqlente entre as mulheres, e também o mais
comum entre os casos de cancer cervical, com taxas de 23,4% nas mulheres, sendo ainda maior em
adolescentes com idade média entre 16-20 anos (Ho et al, 1998; Liaw et al, 1999; Rabelo Santos et
al, 2003). O HPV 18 apresenta uma prevaléncia de 7,3% em mulheres com idade em torno dos 16

anos e 7,2% em mulheres com idade ao redor de 25 anos (Baseman & Koutsk, 2005).

Laukkanen (2003), em seu estudo realizado em Helsinki, Finlandia, observou que entre os
periodos de 1983-1985 e 1992-1994, a incidéncia de HPV 16 entre mulheres com 22 anos ou menos
decresceu de 25/1000 pessoas-ano para 13/1000 pessoas-ano, porém houve um acréscimo para
31/1000 pessoas-ano durante 1995-1997. Ja para mulheres com idade entre 23 e 31 anos, entre
1983-1985 e 1995-1997, a incidéncia da infecgdo por HPV-16 apresentou elevagéo, passando de
5/1000 para 13/1000 pessoas-ano.

Nos Estados Unidos, na década de 30, o cancer cervical foi a maior causa de morte por cancer.
O teste de Papanicolaou (CP) e outros testes de rastreamento para HPV colaboraram para o
diagndstico precoce da infecgdo. Assim, a taxa de mortalidade por cancer cervical diminuiu muito no
século XX (Janicek & Averette, 2001).

As infecgbes por HPV vém aumentando de maneira significativa no mundo ocidental, sendo a
infec¢do condilomatosa do colo uterino, a causa mais frequiente de alteracgdes citolégicas encontradas
no exame preventivo. Estima-se que lesées por HPV representem 50,0% das atipias cervicais
encontradas nos esfregagos sistematicos (Santos et al, 2004).

Com relagao ao Brasil, poucos estudos de prevaléncia de infeccao pelo HPV tém sido
realizados na Regido Sul. Um levantamento epidemiolégico com esse objetivo foi realizado no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
para deteccdo de DNA-HPV. Nesse estudo, foi possivel verificar uma prevaléncia de 46,5% de
infeccdo provocada por gendtipos de HPV de alto risco (Fonseca et al, 1998; Nonnemacher et al,

2003).
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Em um estudo de coorte realizado na zona norte de Porto Alegre, RS, Brasil, com amostras
colhidas do colo uterino de 1500 mulheres usando a técnica de PCR, foi observada uma incidéncia de
DNA-HPV de 28,4% (lgansi CN, 2005). Rosa et al (2008), para o mesmo estudo avaliou a regresséo
e a persisténcia da infecgdo pelo HPV em 501 mulheres, observando uma incidéncia de 12,3% e,
dentro de uma média de 19 meses, a regressao dos casos de infec¢ao foi de 80,7%.

Silva et al (2004), em seu estudo realizado em Minas Gerais, Brasil, mostraram que a
incidéncia de HPV na populagao em geral é de 1,0 a 8,0%. Acredita-se que num periodo de 10 anos,
mais da metade das mulheres com vida sexual ativa adquire, pelo menos, uma infecgdo por HPV. A
infecgdo por HPV é mais freqliente em jovens, estando o pico na faixa etaria entre 20 e 24 anos.

Tabora et al (2005), em um estudo realizado em Tegucigalpa, Honduras, observou que 50,0%
das mulheres contraem HPV antes de completar 2 anos do inicio de sua vida sexual, e o risco
estimado para contrair o virus é de 80,0%. No entanto, somente um pequeno nimero de mulheres ira

desenvolver cancer cervical.

1.3. BIOLOGIA MOLECULAR DO HPV

1.3.1. Organizagao e Expressdo Génica Viral

O virus do HPV apresenta um capsideo icosaédrico, ndo revestido por envelope lipidico, com
72 capsbmeros e 55 nm de didametro, onde se encontra o DNA de dupla fita, em disposi¢édo circular
com aproximadamente 8 kb (8.000pb), que codifica um total de 10 proteinas (Finnen et al, 2003; Sinal

& Woods, 2005; Scheurer et al, 2005; Dunne & Markowitz, 2006) (Figura 1).

Cada gendtipo viral € considerado unico e existem diferengas entre as sequéncias de bases
nitrogenadas observadas em algumas regifes deste virus os quais séo classificados em subtipos
especificos de acordo com estas sequéncias. O virus devera ser classificado como sendo um tipo
diferente se ele possuir mais que 10,0% de bases em sua sequéncia diferentes da sequéncia de
qualquer outro tipo existente (Salvia et al, 2004). Estas diferengas conferem especificidade em

relagéo ao comportamento bioldgico viral de cada tipo (Salvia et al, 2004).
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Figura 1. Representacdo do capsideo viral de HPV. O virus do HPV apresenta um capsideo icosaédrico com 72

capsdmeros, onde se encontra o DNA de dupla fita, em disposig&o circular, e 55 nm de didametro (Minger et al, 2004)
(http://jornalmourinho.files.wordpress.com/2008/04/hpv1.jpg)

(http://commons.wikimedia.org/wiki/lmage:Papilloma Virus (HPV) EM.jpg)

O genoma esta organizado em trés regides principais, conhecidas como regido precoce (Early

Region), tardia (Late Region) e regido controladora (Long Control Region) (Burd, 2003) (Figura 2).
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Figura 2. Representagdo esquematica do genoma do HPV: genes precoces (E), tardios (L) e regido

controladora (LCR) (Fonte: www-micro.msb.le.ac.uk/3035/Papillomaviruses.html)
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O genoma possui oito regides conhecidas como ORFS (Open Reading Frames), um complexo
de proteinas funcionais codificadas pelos genes precoces e tardios (Scheurer et al, 2005). A regido
precoce contém varios genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) envolvidos na replicagédo e transcrigao viral
durante o estado epissomal (DNA viral ndo integrado ao genoma hospedeiro), e estes sdo expressos
imediatamente apds a infeccdo da célula hospedeira pelo virus (Chan et al, 1995; Howley 1996;

Schiffman et al, 2007; Scheurer et al, 2005; Hoory et al, 2008).

A regido tardia (Late Region) contém o0s genes que serdo expressos tardiamente apds a
infecgcao viral e esta dividida em duas estruturas de leitura aberta (ORFS), a L7 e L2 (Munger, 2004;

Scheurer et al, 2005).

A estrutura L1 é a maior por¢do da regido codificadora tardia responsavel pela formacao do
capsideo viral; a L2 é a porgao menor, responsavel pelo empacotamento do DNA viral com os outros
produtos dos genes. A expressdo dos genes da regido codificadora inicial controla a replicagao,
transcricdo e transformacgdo celular do DNA viral e, adicionalmente, apresenta um papel na

proliferagdo celular ndo controlada (Howley, 1996; Burd, 2003; Minger, 2004; Scheurer et al, 2005).

A regido controladora (LCR) possui a origem de replicacdo, compreende cerca de 10,0% do
genoma e contém elementos do controle que interagem com proteinas celulares (Alani & Minger,

1998; Moodley et al, 2003).

As regides E1 e E2 codificam proteinas essenciais para a replicagdo do DNA
extracromossomal e para o desenvolvimento completo do ciclo viral. Os produtos do gene E2 do HPV
nao atuam apenas na transcri¢cdo viral, mas é também a regido mais significativa para a integracéo do
HPV no genoma do hospedeiro. Como resultado, a fungédo reguladora normal do E2 é perdida,
resultando na expressao exagerada das oncoproteinas E6 e E7 (Miinger et al, 1991; Motoyama et al,
2004; Scheurer et al, 2005).

A proteina E4 é expressa nos estagios tardios da infec¢do quando os virions estdo sendo
formados, mas nao apresentam propriedades de transformagdo; no entanto, desempenham um
importante papel na maturagéo e replicagéo do virus (Motoyama et al, 2004).

Com relagdo a E5, esta € uma proteina hidrofébica associada a membrana que regula o

receptor de crescimento da epiderme, resultando na estimulagéo de crescimento celular (Scheurer et
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al, 2005; Tsai & Chen, 2003). Segundo Tsai & Chen (2003), a proteina E5 também esta relacionada
com a inibicdo da expresséo do gene supressor de tumor p21, afetando o controle do ciclo celular.

Nos casos de carcinoma cervical, a regidao E5 é freqluentemente deletada das células,
indicando que este gene nao é essencial na manutengdo da transformacao maligna das células
hospedeiras (Motoyama et al, 2004).

Por outro lado, os genes E6 e E7 codificam, além dos produtos para a replicagdo viral,
oncoproteinas que tém um papel fundamental na imortalizagéo e transformacgéo da célula hospedeira.
As proteinas virais E6 e E7, produzidas pelo HPV de tipos de risco elevado, sao criticas para a
transformagdo maligna devido a sua capacidade de se ligar e inativar as proteinas celulares
codificadas pelos genes supressores tumorais p53 e retinoblastoma (Rb) do hospedeiro,
respectivamente. A capacidade de ligacdo destas proteinas produzidas pelo HPV dos tipos de risco
elevado é muito maior do que a observada para aqueles de tipos de risco baixo (Minger et al, 1991;
Motoyama et al, 2004; Scheurer et al, 2005).

A funcao da proteina p53 é preservar a integridade do genoma celular, através do controle da
transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular durante a qual ocorre a replicacdo do DNA e da
apoptose celular (Ullrich et al,1992; Scheurer et al, 2005).

A oncoproteina E6 inativa a proteina p53 por aumento de sua degradagdo. Assim, as células
que expressam esta oncoproteina demonstram uma instabilidade cromossémica, progressao
aberrante do ciclo celular e resisténcia a apoptose, além de alteragées que aumentam de maneira
dramatica a probabilidade de transformagao maligna das células infectadas pelo HPV (Scheurer et al,
2005).

Adicionalmente, a interagdo da oncoproteina E6 com outras proteinas da célula hospedeira,
que estdo envolvidas na expressdo génica transcricional, na adesividade celular, transdugao,
supressdo tumoral e regulacdo da telomerase, contribui para a imortalizagdo celular e progressao
tumoral (Villa LL, 1997; Nishimura et al, 2000; Veldman et al, 2002; Altiok, 2003).

Nas células infectadas pelo HPV de alto risco, a oncoproteina E7 interage com a proteina Rb,
liberando o E2, o qual estimula a transcrigdo dos genes E2, permitindo a replicagdo do DNA e
alterando desta maneira o mecanismo de controle do crescimento celular (Scheurer et al, 2005).
Adicionalmente, a oncoproteina E7 induz a divisdo celular, resultando em um numero aberrante de

centrossomos, o que contribui para a transformagéo maligna (Duensing et al, 2003; Altiok, 2003).
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Deste modo, como discutido acima, este parece ser o componente central do processo de
transformacéo maligna das células do colo uterino. A instabilidade genética resultante pode permitir,
através de co-fatores adicionais ou de mutag¢des ao acaso, um aumento da lesao celular, promovendo
a transicdo de uma infecgdo assintomatica para a displasia e o carcinoma (Duensing et al, 2003;

Fehrmann & Laimins, 2003; Pan et al, 2003).

1.3.2. Integragao Viral

O cancer ¢ o resultado de um acumulo de eventos que interferem nas fungdes essenciais da
célula, processo este que pode durar longos periodos de tempo (Villa, 1997; Graham et al, 2000).

A caracteristica mais especifica do HPV é que na maioria dos tumores benignos, como
verrugas anogenitais, o genoma viral € preservado como DNA epissomal (Yu et al, 2005).

Ja a integracao do DNA-HPV esta relacionada ao aumento da expressdo génica viral e ao
crescimento celular, sendo esta forma muita observada em casos de cancer cervical e lesbes pré-
cancerosas, como as neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) (Yu et al, 2005).

Segundo Gallo et al (2003), o fenbmeno da integracdo é considerado um importante
mecanismo para a progressdo de tumor na cérvix uterina, sendo uma caracteristica importante
observada nestes tumores as elevadas taxas de carga viral.

A entrada do virus HPV nas células hospedeiras pode ser compreendida através de trés
eventos: (1) o DNA do virus HPV é mantido sob a forma epissomal, estabelecendo uma infecgao
latente; (2) ocorre a conversédo da infecgao latente para infecgdo produtiva, associada a completa
formacao dos virions; (3) o DNA viral é integrado no genoma hospedeiro (Steben & Duarte-Franco,
2007).

E conhecido, atualmente, que a integracdo do DNA viral de HPV no genoma hospedeiro e a
subsequente expressao das oncoproteinas E6 e E7 representam dois mecanismos de progressao de
lesbes pré-invasivas para o carcinoma cervical. A integracdo de seqiiéncias gendmicas virais pode
ocasionar dele¢cbes e/ou ruptura do gene E2, resultando na perda de sua fungdo como regulador da
expressdo génica viral. Este evento é freqientemente seguido pela super estimulagao da transcri¢cao
dos genes E6 e E7, que descontrolam o ciclo celular através da interagdo com diferentes proteinas
celulares, como por exemplo, os produtos do gene supressor de tumor (p53) e a proteina
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retinoblastoma (Rb), induzindo a transformacdo e a imortalizacdo de células infectadas pelo HPV
(Steben & Duarte-Franco, 2007).

Varios estudos tém demonstrado a presenga de genomas integrados de HPV 16 € 18 em um
numero vasto de casos de cancer e em linhagens celulares isolados de lesbes cervicais,
considerando o fendmeno da integragdo o maior evento que favorece a transformagdo maligna do
epitélio cervical displasico. Porém, este dado ainda é discutido, pois ha alguns estudos que reportam
somente a presenca de formas epissomais do HPV 16 em lesbGes cervicais pré-neoplasicas e
neoplasicas (Steben & Duarte-Franco, 2007).

Matsukura et al (1989) detectou formas epissomais de HPV 16 no epitélio cervical infectado,
sendo esta forma presente em 70,0% dos casos de lesdes cervicais. Similarmente, Fuchs et al (1989)
e Das et al (1992) reportaram a presenca do DNA HPV 16 em mais de 30,0% dos carcinomas
cervicais, e novamente, o DNA viral era exclusivamente na forma epissomal.

Tecidos cancerosos podem conter tanto o DNA integrado quanto o epissomal ao mesmo
tempo, sendo que a integragado ocorre com maior freqiiéncia em cancer cervical associado a infeccao
por HPV 18 (Morrison et al, 1991).

No estudo realizado por Yu et al (2005), a maioria das integragbes s&o ocasionadas pelo HPV-
16 e HPV-18, todas dentro de sitios comuns e frageis do genoma. Segundo Graham et al (2000), o
local da integragdo viral comumente estda na ORF de E2 ou proximo dela, a qual regula a
manifestagéo de E6 e E7. Com a perda da regulacéo, E6 e E7 podem fornecer as células um fenoétipo
maligno. Além disso, no mesmo estudo foi encontrado um numero significativo de regides
cromossomais que apresentavam multiplos HPV integrados e muitos genes relacionados ao cancer
ao redor destes sitios de integracdo. Segundo o autor, as integragdes dentro de sitios frageis séao
freqlentemente associadas a alteragbes grosseiras e delecbes de mais de cem quilobases no
genoma, comprometendo o funcionamento das atividades celulares (Yu et al, 2005).

Os sitios frageis comuns de integragao sao regides de profunda instabilidade que se expandem
de muitos quilobases para mais de nove megabases. Estes sitios tém sido observados quando
ocorrem delegdes, translocagbes e amplificagdes de genes encontrados em células tumorais (Yu et
al, 2005).

A integracgdo esta freqientemente associada ao remodelamento do genoma viral, bem como do

sitio de integragdo no genoma hospedeiro (Yu et al, 2005).
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1.3.3. Carga Viral de HPV

A carga viral de HPV, em conjunto com o tipo viral, pode influenciar na histéria natural da
infecgdo por HPV (Dalstein et al, 2003; Schlecht et al, 2003; Scheurer et al, 2005).

Diversos estudos tém sugerido a carga viral como um fator de risco para a infecgao persistente
e progressao de neoplasia cervical (Brisson et al, 1996; Josefsson et al, 2000; Dalstein et al, 2003;
Schlecht et al, 2003; Golijow et al, 2005). Entretanto, esta evidéncia ainda ndo esta claramente
elucidada, e a sua real contribuicdo como marcador da existéncia de infeccdo persistente e
desenvolvimento de lesdes mais severas permanece desconhecida.

Alguns pesquisadores tém relacionado a alta carga viral com lesdes cervicais de alto grau (NIC
Il 'e 1) (Brisson et al, 1996; Swan et al, 1999; Ylitalo et al, 2000; Josefsson et al, 2000; da Silva et al,
2006; Hernandez-Girdn et al, 2005); mas em outros estudos, ha evidéncias de que a carga viral seja
um excelente preditor para as lesdes de baixo grau (ASC-US e NIC |), sugestionando apenas o inicio
da progressédo destas lesdes para alto grau (Brisson et al, 1996; Lorincz et al, 2002; Schlecht et al,
2003).

Gravitt et al (2003) demonstrou que a carga viral apresenta importante papel na detecgéo de
lesbes severas do colo uterino em mulheres com colpo-citologia apresentando células escamosas
atipicas ou sugestivas de lesdes escamosas de baixo grau.

Segundo Santos et al (2003), em seu estudo sobre carga viral como fator preditivo de NIC, a
alta carga viral foi significativa em mulheres com lesbes de alto grau (NIC Il e III).

Josefsson et al (2000) e Ylitalo et al (2000) também sugerem que altas cargas virais em epitélio
citologicamente normal sdo consideradas um fator de risco para a progressao de neoplasias.

Sun et al (2002) em seu estudo sobre a importancia da carga viral de HPV de alto risco em
lesdes intraepiteliais escamosas cervicais encontrou dados que revelam que as mulheres infectadas
com elevada carga viral apresentavam maiores chances de desenvolver cancer invasivo do que as
mulheres infectadas com baixa carga viral (RC=19,6%; 1C=4,0-96,8). Estes resultados reforcam o fato
de que a infecgao por altas cargas virais aumenta o risco de persisténcia e futura progresséo para
lesdes severas do colo uterino.

A carga viral pode aumentar gradativamente conforme a gravidade da lesdo, porém nao sao

todos os tipos oncogénicos de HPV que apresentam esta associagdo. Swan et al (1999) sugere que
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ha uma associacao especifica e genotipica da carga viral de HPV e a progressao neoplasica. Em seu
estudo, mulheres com lesdes tipo NIC 1l e Il apresentavam até seis mil vezes mais a quantidades de
particulas de HPV 16 com relagdo a quantificagdo de HPV 18, 31 e 45 em mulheres positivas e com o
mesmo tipo de lesdo. Entretanto, alguns estudos na Europa e na América do Norte ndo encontraram
associagao entre a carga viral e a gravidade da lesdo (Maciag et al, 2000; Nussbaum et al, 2002).

Ja ao comparar mulheres com HPV 16 citologicamente alteradas e normais, foi possivel
verificar que a carga viral encontrada na citologia alterada foi trinta vezes superior a citologia normal

(Prokopczyk et al, 1997; Fernandes et al, 2008).

1.3.4. Ciclo Fisiopatolégico do HPV e Manifesta¢cées Clinicas

O HPV é um organismo intracelular obrigatério, caracterizado como epiteliotropico, infectando
células basais em fase mitética ativa, através de microtraumas (Miinger et al, 2004). Apos a infecgéo,
inicia o ciclo viral, coordenado por fatores que regulam a resposta imunolégica do hospedeiro
(Minger et al, 2004).

Os estados fisicos do DNA viral apresentam-se diferenciados nas lesdes benignas e malignas.
Nas primeiras, esta presente na forma epissomal e em mudltiplas copias. Nas lesdes malignas,
integra-se ao genoma da célula hospedeira, formando uma ligagédo estavel e tornando-se dependente
do ciclor celular hospedeiro (Dias, 1993; Gil, 1998).

A maioria dos casos de cancer cervical ocorre na zona de transformagao. Nesta regiao ha o
encontro do epitélio colunar da endocérvice com o epitélio estratificado escamoso da exocérvice.
Neste ponto de encontro dos dois tipos de epitélio ocorre proliferagdo constante de células, facilitando
a entrada do virus no genoma da célula hospedeira (Hoory et al, 2008).

Segundo Hoory et al (2008), mais de 85,0% dos casos de cancer cervical sdo escamosos e
uma pequena proporgéo, adenocarcinomas.

No evento da carcinogénese, ha uma integragdo do genoma viral em sitios cromossomais,
ocorrendo em lugares frageis do genoma humano, porém ndo ha evidéncias de locais especificos
para esta integragéo (Thorland et al, 2003; Ziegert et al, 2003). Ha estudos que demonstram relagbes
importantes entre as proteinas virais E1 e E2 e a formagdo de tumores (Janicek & Averette, 2001;
Munger et al, 2004). O resultado da integragédo do virus é a imortalizagdo das células em que o HPV

foi integrado (Ferenczy & Winkler, 1993; Ferenczy, 1995). Tais células exibem morfologicamente
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figuras de mitoses anormais, pleomorfismo nuclear, valores de DNA aneuploides, consistentes com
numero cromossomal anormal e alteragédo arquitetural dos cromossomos.

A infecgdo aguda causada pelo HPV ocorre quando ndo ha integracdo do genoma viral no
genoma da célula hospedeira (Dunne & Markowitz, 2006; Hoory et al, 2008).

O virus penetra inicialmente nas células da camada basal do epitélio através de
microlaceragbes e sofre maturagdo a medida que progride através das camadas para-basal,
espinhosa e granular. Uma vez presente na camada granular do epitélio, observa-se a replicacdo do
DNA viral, a sintese das proteinas tardias e, finalmente, a formagao das particulas virais (Perez,

2001; Carvalho e Oyakawa, 2000) (Figura 3).

Cérvice Normal Infecgdo HPV (NIC 1) Cancer Cervical (NIC 1)

Infecgdo por Nova infeccao e

particulas virais Epissomo

DNA viral
integrado

Figura 3. Representacdo esquematica da infecgéo viral na célula normal: formagéo de coildcitos,
NIC I e NIC lll (Fonte: www-micro.msb.le.ac.uk/3035/Papillomaviruses.html).

Os primeiros sinais de transcricdo do genoma viral aparecem cerca de quatro semanas apos a
infecgdo (Chang, 1990). O periodo de incubagéo pode variar de trés a 18 meses e a persisténcia das
lesdes pode ser avaliada em semanas, meses ou anos. Essa variagao parece estar mais relacionada
com particularidades do hospedeiro que do virus, a partir do que é observado em pacientes com
imunodeficiéncias que parecem ser portadores de lesdes mais exuberantes e persistentes (Myint &
Shaw, 1995).

A manutengao do estado epissomal nao replicativo do DNA viral, que corresponde ao estado

de infecgdo latente, pode depender da expressdo dos ORF E2 (Bauer et al, 1993). Na infecgao
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produtiva as células da camada basal da epiderme, que tém a capacidade de se replicar, sofrem
aumento da taxa de proliferagdo, possivelmente pela combinagdo dos efeitos das proteinas
expressas pelos ORF E5 (age com receptores de fator de crescimento epidérmico), E6 (integrada a
proteina p53) e E7 (integrada a proteina Rb) (Bauer et al, 1993).

A medida que a célula se diferencia, h4 maior produgdo de antigenos e replicagéo viral nas
células superficiais, de modo que a quantidade de DNA aumenta em direcdo a superficie do epitélio
(Figura 4) (Chang, 1990; Ferenczy, 1995). Durante esse processo ha acumulo tanto de proteinas do
genoma quanto de proteinas estruturais relacionadas ao capsideo. As particulas virais sdo liberadas
por interferéncia da proteina codificada a partir do gene E4 que desestabiliza a trama de ceratina
intracelular (Chang, 1990). A vacuolizagdo caracteristica da célula pode ser resultado do colapso da
citoceratina que interage com proteinas transcritas em ceratinocitos com diferenciagdo terminal a
partir de E4 (Miller et al, 1986; Nigro et al, 1989; Holstein et al, 1991; Vogelstein & Kinzler, 1992; Myint

& Shaw, 1995).

Infecgao Transitoria Persisténcia Viral

Infecgdo Transitoria Progressao Invasio

Cérvix Normal — Cérvix Infectada mmmml> | es50 Pré-Cancerosa s> Cancer

Eliminagao Viral Regressao

Figura 4. Etapas do desenvolvimento do céncer cervical, visualizados do exame citologico ao colposcépico.

A maioria das infecgdes virais ndo apresenta anormalidades citolégicas (Adaptado de Schiffman et al, 2007).
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As manifestagbes clinicas causadas pela infecgdo viral podem ser caracterizadas como
Infecgéo Transitoria, Clinica, Latente e Persistente (Villa, 1997).

Na infecgdo transitoria ocorre eliminagdo do genoma viral, através dos processos de apoptose,
€ a maioria das mulheres fica livre do virus.

A infecgdo clinica é caracterizada pelas particulas virais intactas que sdo formadas através de
replicagdo vegetativa do genoma do HPV e se manifesta através da proliferacdo das células do
epitélio escamoso, o que determina a formagao de tumores benignos (verrugas genitais e condiloma).

O condiloma acuminado manifesta-se como lesdo verrucosa, com superficie granulosa,
frequentemente multipla, da cor da pele, eritematosa ou hiperpigmentada, lesdes grandes com
aspecto de "couve-flor" e as menores com aspecto de papula, placa ou ainda filiformes. No homem,
as localizagdes preferenciais sdo na glande, frénulo, corona e prepucio e nas mulheres, na parte
posterior do intréito vaginal, labio menor, clitéris e Iadbio maior, areas mais susceptiveis a
microtraumas durante o ato sexual (Jenson et al, 1987; Fisher SG, 1994; Villa, 1997; Franco et al,
1999; Russomano et al, 2000).

Podem ser observadas ainda lesdes no meato uretral e na regido perianal. Nos casos de lesao

uretral, pode haver prurido, queimagéao, sangramento e obstrugao (Figura 5) (Franco et al, 1999).

Figura 5. Verrugas genitais na regido vulvar ocasionadas pela infecgéo viral.

(http://www.colegiosaofrancisco.com.br/alfa/condiloma-acuminado/imagens/condiloma-16.jpg)

As verrugas nas maos e nos pés apresentam um periodo de incubagdo de 6 a 8 meses, e as

verrugas genitais apresentam um periodo de incubagéo de 2 a 6 meses (Carvalho & Oyakawa, 2000).
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A infecgao latente representa a fase durante o periodo de incubagao do virus, que pode se
estender indefinidamente, bem como a fase final da regresséo da lesdo. Morfologicamente, os
ceratindcitos infectados sdo normais, apresentando DNA viral no nucleo das células basais infectadas
(Cason et al, 1995). Nessa forma da infecgdo, o DNA viral é diagnosticado no trato genital feminino
por técnicas moleculares, n&o existindo evidéncias clinicas, citologicas, colposcopicas ou histologicas
dessa infecgao (Richart & Wright, 1991).

Nessa forma da infecgdo, o DNA viral encontra-se na forma epissomal, aparentemente néo-
funcional e replica-se apenas uma vez a cada ciclo celular, o que seria menos que o numero de
copias virais necessario para o diagnéstico molecular pelos métodos mais antigos, como a
hibridizagao in situ.

Como o virus nado se encontra funcionante nessa forma de infeccdo, ndo existem alteracdes
citologicas decorrentes de sua presenca (Wright et al, 1992).

Atualmente, ainda n&do sdo bem conhecidos os mecanismos pelos quais o HPV permanece
nesse estado em vez de estabelecer infecgdo persistente, na qual seriam observadas as alteragbes
citolégicas ou teciduais. Provavelmente, fatores imunolégicos sdo determinantes dessa condigao
(Wright TC et al, 1992).

Seu significado bioldgico € desconhecido e ndo se sabe quanto tempo o virus pode permanecer
nesse estado nem quantos casos progridem dessa forma de infecgdo para as demais. Segundo
Ferenczy, a presenca do HPV em tecidos normais seria responsavel pela recorréncia de lesdes
apesar dos tratamentos (Ferenczy & Winkler, 1993).

Quando o genoma do HPV sofre replicagéo e expresséo, podendo ser integrado ao genoma do
hospedeiro, tem-se caracterizada a infecgdo persistente. A integragdo viral resulta na perda do
controle que as oncoproteinas ou os supressores tumorais criticos exercem sobre a proliferacao
celular determinando o desenvolvimento de les6es cancerosas (Dunne & Markowitz, 2006; Hoory et

al, 2008) (Figura 6).
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Figura 6. Cancer anal e cervical em mulheres com infec¢do por HPV (da esquerda para a

direita (http://fembryology.med.unsw.edu.au/wwwhuman/MCycle/images/cervicalcancer.jpg)

Uma série de lesbes se modifica no decorrer de um periodo de tempo, acompanhado de
progressdo maligna destas lesGes para carcinomas celulares escamosos (Hoory et al, 2008). A
maioria das lesdes tende a regredir espontaneamente. De fato, a probabilidade de resolugdo é
considerada alta quando a lesdo é de baixa severidade, embora isto decresga com o aumento da
severidade da displasia (Figura 7).

Geralmente, as lesbes severas se formam a partir de lesdes displasicas que persistem por

muitos anos (Liaw et al, 1999; Josefsson et al, 2000; Hoory et al, 2008).

Infecgdo por HPV

Infecgao Viral — Lesbes subclinicas

'

eaueluods3 oessalboy

20-30,0%
HPV 16/18

Leséo intra-epitelial escamosa de
baixo grau
(LIEBG)

Leséo intra-epitelial escamosa
de alto grau
(LIEAG)

v

Y

60-70,0%

HPV 16/18 Cancer

Figura 7. Histéria natural de infeccdo cervical por HPV. A maioria das lesdes intra-epiteliais de baixo grau
(LGSIL) regridem espontaneamente, bem como poucas lesdes intra-epiteliais de alto grau (HGSIL). Como a
infeccdo progride de LGSIL a HGSIL, uma alta percentagem de casos esta associada com HPV 16 e 18
(Adaptado de Hoory et al, 2008).
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1.3.5. Vias de Transmissao e Aquisi¢ao do Virus HPV

As infecgbes anogenitais por HPV sdo transmitidas comumente pelo contato pele-pele ou
mucosa-mucosa (Burchell et al, 2006). Os mecanismos de infecgdo viral pelo ato sexual nao
apresentam diferencas entre os tipos de HPV e, também ainda ndo estao completamente elucidados,
apesar de ser considerado um via de elevado poder de transmissibilidade (Burchell et al, 2006).

Devido a sua rota comum de transmissdo, diversos tipos de HPV podem ser disseminados
concomitantemente, resultando em uma alta proporgéo (20-30,0%) de infec¢cdes com diferentes tipos
virais (Herrero et al, 2005). Homens também freqientemente s&o infectados por muitos tipos virais,
sugerindo que o ato sexual possa ser considerado fonte de transmissdo concomitante de tipos virais
diferentes, de uma unica vez (Schiffman et al, 2007).

Segundo Wright et al (2003), a infecgao por HPV por si s6 nao é suficiente para levar a uma
transformagdo maligna, sendo que a histéria natural das mulheres com diagnédstico de lesbes
precursoras de baixo grau € caracterizada por regressdo espontdnea e apenas pequena
percentagem persiste e evolui para cancer.

O risco de aquisi¢cao do virus HPV é fortemente influenciado pela conduta na atividade sexual,
como o numero elevado de parceiros sexuais durante a vida, a idade em que ocorre a primeira
relagdo sexual e o comportamento sexual dos parceiros sexuais masculinos (Wellings et al, 1994;
Franco et al, 2001).

O sexo oral também pode levar a transmissao do virus e ao consequente aparecimento de
leséo (Ford et al, 2003). Existem estudos que indicam que a auto-inoculagdo ou transmisséo através
de objetos de uso diario também é possivel (Gross & Barrasso, 1999; Perez, 2001).

Na forma de transmissdo n&o-sexual, lesbes verrucosas comuns da pele podem ser
transmitidas por inoculagao no proprio individuo ou em outro, através de fomites (cogaduras, toalhas,
roupas intimas e saunas coletivas). Vale ressaltar que este virus tem preferéncia pelas células dos
epitélios escamosos, sendo que através de microlaceragdes o virus € inoculado e invade células da
camada basal. Embora nao se saiba por quanto tempo o virus resista fora do organismo, considera-
se a que a infeccao por fomites seja viavel por um curto periodo de tempo, e que mulheres e criangas
sem atividade sexual também sao considerados alvos para o desenvolvimento da infecgdo (Gross &

Barrasso, 1999).
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Ja a transmissdo materno-fetal pode ocorrer através do canal do parto (Tseng et al, 1998;
Zoundi-Ouango et al, 2006). Em geral, durante a gestagdo as mulheres se tornam imunologicamente
deprimidas e podem desenvolver lesdes graves, por vezes de dificil tratamento, que podem regredir
apos o parto. Neste caso, o parto normal é contra-indicado. A inoculagdo acidental também é
possivel, ou seja, a manipulagado das criangas pela mae ou outro individuo com lesdes verrucosas

pode levar ao aparecimento de tais lesées (Gross & Barrasso, 1999).

1.3.6. Diagnéstico Clinico e Laboratorial

Como forma de auxiliar em um correto diagnéstico de lesdes precursoras do cancer cervical e
posterior tratamento da doenca, o screening € uma das principais medidas adotadas, incluindo a
triagem de resultados equivocados (falsos negativos e positivos) colposcopia seguida de biépsia para
alteragdes celulares, acompanhamento no tratamento e investigagdo da mulher (Wright & Schiffman,
2003; Solomon et al, 2007).

O diagnéstico do virus HPV pode ser feito através de exames colpocitolégico e histologico. Sdo
exames que detectam com sensibilidade razoavel (80%) a infecgdo pelo HPV, tornando-se possivel
evidenciar lesbes ou neoplasias intra-epiteliais ou carcinomas do trato genital (Shyu et al, 2001).

A histologia permite a identificagcdo de neoplasia intra-epitelial, a qual pode estar associada a
infecgdes virais potencialmente oncogénicas e que sao de risco para a progressao do cancer.
Entretanto, a histologia ndo permite a predicdo do tipo viral associado ao efeito citopatico. A
interpretacdo histolégica é dificil quando existem alteragdes minimas associadas ao virus, nao
permitindo a identificagdo da infeccao latente.

O diagnéstico definitivo ou de certeza é feito através de bidpsia da lesao suspeita. Além desses
exames, existem métodos diagnoésticos utilizando técnicas de biologia molecular como hibridizagéo in
situ, captura hibrida, PCR e o exame imunohistoquimico que podem auxiliar no diagnostico clinico e
terapéutico, principalmente nos casos de citologia indeterminada e lesbes colposcépicas ou
peniscopicas que mostrem alteragdes sugestivas da infecgdo viral, sem evidéncias de neoplasia
intraepitelial ja desenvolvida (Kaufman et al, 2000; Kino et al, 2000).

Segundo estudos, técnicas moleculares para a detecgao de HPV tém sido desenvolvidas e
introduzidas para melhorar a eficiéncia e maximizar a sensibilidade do rastreamento do céncer

cervical. Atualmente ha evidéncias de que os testes padronizados para a detecgdo de DNA viral sdo
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mais efetivos e sensiveis para o diagnéstico de lesdes pré-cancerosas em mulheres com citologia
equivocada; porém, menos especifico que métodos baseados na citologia liquida para o
rastreamento de lesdes primarias (Arbyn et al, 2004; Arbyn et al, 2006; Kulasingam et al, 2006).

Este fato sugere que os métodos moleculares possam ser utilizados juntamente com o
diagnéstico convencional, o exame Papanicolaou, conduzindo o profissional a um parecer médico
correto e, resultados clinicos duvidosos podem ser esclarecidos, encaminhando a paciente a uma
conduta terapéutica menos invasiva e mais eficiente (Cuzick et al, 2003; Ronco et al, 2006; Walker et

al, 2006; Kreimer et al, 2006).

1.3.7. Prevengao e Tratamento

A infeccdo pelo HPV é considerada um grave problema de saude publica. Medidas de
prevencao geralmente permitem a intervencao em diferentes aspectos na histéria natural da infec¢ao
viral: (i) antes que a infec¢do ocorra; (ii) apds instalada a infec¢do, mas antes da ocorréncia da
doenga clinica e, (iii) apds o desenvolvimento de lesdes clinicas.

A prevengao primaria tem como objetivos a minimizagdo ou a remogao dos fatores de risco
antes mesmo que a infecgao favorece o surgimento da doenga. No caso da infecgdo pelo HPV, estas
medidas incluem modificagdes no comportamento sexual e no uso de vacinas profilaticas (Scheurer
et al, 2005).

As promocgbes de programas educacionais que promovem abstinéncia, uso consciente do
preservativo, ou ambos, podem auxiliar na redugdo do risco de incidéncia de cancer cervical
(Shepherd et al, 2000; Schiffman et al, 2005; Scheurer et al, 2005). Entretanto, a abstinéncia muatua
de relagdes sexuais ndo é praticada pela populagdo em geral, e 0 uso de preservativos ndo protege
por completo os parcerios contra a contaminagao pelo virus, pois a regido anogenital do parceiro
masculino ndo é totalmente protegida pelos métodos usuais (Winer et al, 2006). Ainda, estudos
sugerem que o uso concomitante de espermicidas e preservativos auxiliaria na remoc¢ao do virus
(Wright et al, 2003; Kyrgiou et al, 2006); porém, novas evidéncias tém demonstrado que o
papilomavirus bovino possa nao ser inativado pelo nonoxynol-9 (espermicida) (Cox, 1999).

Muitas pesquisas ndo mostraram associagédo entre o uso de preservativos e a detecgdo de
DNA-HPV (Harro et al, 2001; Hogewoning et al, 2003; Khan et al, 2005; Seamans et al, 2006) porém,
outros pesquisadores encontraram uma forte associagao entre estas variaveis, observando que o uso
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de preservativo conferia uma protegao para os parceiros, comparados aqueles que nao utilizavam o
método (Schiffman & Adrianza, 2000; Inglis et al, 2006; Palefsky et al, 2006)

Kjaer et al (2000) corrobora com estes resultados, observando um decréscimo significativo de
80,0% no risco de contaminagao pelo HPV, entre profissionais do sexo usuarias de preservativos.

A prevencdo secundaria € importante para minimizar o desenvolvimento de lesdes clinicas,
mesmo que a infecgdo ja esteja instalada. O rastreamento pelo método Papanicolaou (Pap smear) e
por testes moleculares (Polymerase Chain Reaction, Hybrid Capture) objetivam a identificagcdo de
individuos assintomaticos que podem ser considerados potenciais reservatérios virais e contribuir
para a disseminacéao (Goldie et al, 2005; Goldhaber-Fiebert et al, 2006; Franco et al, 2006).

Ja a prevencao terciaria esta direcionada para o tratamento de lesbes severas associadas a
infeccdes persistentes, que podem incluir lesbes anogenitais e pré-neoplasicas via quimioterapia,
imunoterapia com vacinas terapéuticas, ou remogéao cirurgica (Goldie et al, 2005; Goldhaber-Fiebert
et al, 2006; Franco et al, 2006).

Com relagao ao tratamento, para as lesdes condilomatosas visiveis e subclinicas deve haver a
remogao, que é feita atualmente com procedimentos citodestrutivos, como excisdo cirirgica com
bisturi, LASER, acido salicilico, eletrocirurgia, crioterapia, acido bicloro e tricloroacético, cantaridina e
acido nitrico fumegante (Fusté et al, 2008; Huh & Roden, 2008).

Também sado utilizados métodos antivirais e/ou imunomoduladores, como interferon-p e -y,
imiquimod, cidofovir, quimioterapia com bleomicina, 5-fluorouracil, podofilina, podofilotoxina (Fusté et
al, 2008; Huh & Roden, 2008). Para evitar a re-infeccdo viral, recomendam-se métodos
contraceptivos de barreira, como preservativos masculinos e femininos, sendo importante manter

abstinéncia sexual durante o tratamento (Jacyntho et al,1994).

1.3.7.1. Vacinas

Uma vez que o HPV é considerado o principal responsavel pelo desenvolvimento do cancer
cervical, duas formas de prevengéo sao propostas: o rastreamento das lesdes precursoras com testes

diagnésticos sensiveis ou a imunizagéo contra o HPV (Franco & Harper, 2005).
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Embora a incidéncia do cancer genital venha diminuindo devido aos métodos de rastreamento,
seu custo ainda é elevado. Logo, a prevencdo das doencas relacionadas ao virus deveria ser
disponivel sob a forma de vacinacgao (Soper, 2006).

Desde a década passada, iniciaram-se os testes clinicos com varias vacinas que tinham como
alvo os tipos comuns do HPV, classificadas como profilaticas ou terapéuticas. As vacinas profilaticas
evitam a infecgdo pelo HPV e as doencgas relacionadas e as terapéuticas induzem a regressdo das
lesbGes pré-cancerosas e remissdo do cancer invasivo (Franco & Harper, 2005; Kahn & Bernstein,
2005).

A vacina bivalente (Glaxo) protege contra os tipos de HPV 16 e 18, mostrando eficacia de
91,6% contra infec¢ao incidental e 100,0% contra as persistentes por estes tipos de HPV. A vacina
demonstrou ser segura, bem tolerada e altamente imunogénica (Franco & Harper, 2005; Ault, 2006;
Harper et al, 2004; Weaver, 2006). Além disso, a andlise dessa vacina contra infecg&o incidental por
outros tipos oncogénicos indicou alto grau de protegéo contra o HPV 31 e 45, o terceiro e o quarto
tipos virais mais comumente associados ao cancer cervical.

Ja a vacina quadrivalente (Merck) contra os tipos 6, 11, 16 e 18 tem mostrado reducgéo
significante da incidéncia de infecgbes persistentes pelo HPV (Soper, 2006). Esta vacina que protege
contra os tipos oncogénicos e ndo oncogénicos mais comuns, também conferiu 100,0% de eficiéncia
para prevenir doencas associadas aos tipos virais 16 e 18, sugerindo que a vacinagdo em massa
diminuira os casos de cancer cervical provocadas pelas doengas associadas ao HPV (Weaver, 2006).

As vacinas vém se mostrando mais efetivas quando administradas antes do inicio da atividade
sexual e as campanhas de vacinacdo deverao ter como alvo os adolescentes e os pré-adolescentes
(Ault, 2006; Soper, 2006). Devido a pouca idade do publico-alvo para a vacinagédo, os médicos e os
pais deverao auxiliar na tomada de decisédo (Gonik, 2006).

De qualquer forma, a vacina contra o HPV é uma das esperangas para o futuro e a proposta
do programa de vacinacao. A expectativa € que em 10 a 20 anos possam ocorrer redugdes das taxas
de incidéncia de lesbes precursoras do HPV e, desta forma, a redugao do cancer cervical (Linhares &

Villa, 2006).
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1.4. Co-fatores Virais na Oncogénese Cervical

Entre os fatores de risco para o surgimento do cancer cervical uterino e de lesdes precursoras,
a infecgao pelo HPV tem sido estabelecida dentro dos critérios de causalidade. O desenvolvimento do
cancer cervical é quase improvavel na auséncia da infecgao pelo HPV e de fatores coexistentes que
conferem a persisténcia da infeccdo (Castellsagué, 2002; da Silva et al, 2006; Scheuer et al, 2005;
Horry et al, 2008; Motoyama et al, 2004).

Diversos fatores sécio-comportamentais podem estar relacionados ao desenvolvimento de uma
lesdo precursora do cancer cervical associada ao HPV. Entre esses se destacam a idade da mulher,
o comportamento sexual, a idade precoce de inicio da atividade sexual, multiplicidade de parceiros,
multiparidade, tabagismo, situagéo sécio-econémica, o uso prolongado de contraceptivo orais (ACO),
precarios habitos de higiene pessoal, histéria de doencas sexualmente infecciosas e fatores
imunolégicos (Villa, 1997; Perez, 2001; Scheurer et al, 2005; Hoory et al, 2008).

Dentre estes co-fatores citados, o elevado numero de parceiros sexuais durante a vida
representa o mais evidente para a infecgdo pelo HPV (Burk et al, 1996; Scheurer et al, 2005). Estes
achados suportam a transmissibilidade sexual do virus. Alguns estudos mostraram uma forte
associagao entre o numero de parceiros sexuais e a infecg¢ao viral (Bauer et al, 1991; Burk et al, 1996;
Pham et al, 2003; de Sanjose et al, 2003), enquanto outros estudos encontraram uma moderada,
fraca ou nula associagdo (Rohan et al, 1991; Hildesheim et al, 1993; Kjaer et al, 1993; Lazcano-
Ponce et al, 2001; Sukvirach et al, 2003; Thomas et al, 2004; Silins et al, 2004).

Outras caracteristicas de comportamento sexual, como idade na primeira relacdo sexual,
frequéncia da atividade sexual e pratica de sexo anal, ndo apresentaram associagéo significativa com
o risco de infecgao por HPV (Shin et al, 2003; Silins et al, 2004).

Um co-fator de extrema importancia na variabilidade das taxas de infecgao viral é a idade da
mulher. Um decréscimo nas taxas de infecgdo viral tem sido relatado conforme o aumento da idade
nas mulheres. A maior incidéncia de infeccdo ocorre entre mulheres com 15 e 25 anos e entao
declina bruscamente por volta dos 40 anos de idade (Scheurer et al, 2005). Altas taxas observadas
entre mulheres jovens podem refletir a transmisséo de nova infecgéo no inicio da atividade sexual (Ho
et al, 1998; Moscicki et al, 2001). Ja a associagao inversa entre a idade e a prevaléncia de HPV

parece demonstrar um ajustamento no comportamento sexual (Burk et al, 1996; Herrero et al, 2000).
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Em relacdo ao tabagismo, a exposi¢do ao fumo, a idade de inicio, o periodo e freqiéncia de
consumo de cigarros, todos estes fatores parecem influenciar na incidéncia do cancer cervical
(Haverkos et al, 2000; Kjellberg et al, 2000; Castellsangué et al, 2002). Os dois mecanismos
principais pelo qual o habito de fumar contribui para a oncogénese cervical incluem a exposicao direta
do DNA de células epiteliais cervicais a nicotina e a cotidina, bem como a outros produtos
metabdlicos e componentes da fumaga do cigarro (Pinto et al, 2002).

Substancias quimicas carcinogénicas provenientes do tabaco podem exercer diretamente
efeito mutagénico sobre o processo de mitose celular, causando danos em nivel de DNA
(Castellsagué et al, 2002). Muitos autores sugestionam que a exposicédo ao tabaco pode afetar de
forma consideravel a resposta imunoldgica local a infecgbes virais, reduzindo, concomitantemente, a
quantidade de células de Langerhans e outras células de defesa (Poppe, 1995; Szarewski, 1996;
Scheurer et al, 2005).

Recentemente, o tabaco tem sido considerado um preditor para a persisténcia da infecgao viral.
A duracdo média da infecgédo pelo HPV é mais elevada entre fumantes, com aproximadamente 10,7
meses, comparados aos 8,5 meses para nao-fumantes (Giuliano et al, 2002).

Moscicki et al (2001) em seu estudo sobre os fatores de risco na etiologia de lesdes cervicais,
observou um aumento de 67,0% no risco de aparecimento de lesdes cervicais de baixo risco entre
mulheres fumantes quando comparadas a nao-fumantes. Castle et al (2002) avaliou mulheres
positivas para HPV oncogénico e observou um aumento significativo de lesdes de alto grau (NIC Il e
IIl) entre fumantes, comparadas as nao-fumantes.

Entretanto, em relagdo ao uso de contraceptivos orais, é dificil avaliar sua relagdo com a
infeccdo pelo HPV. Segundo Wang et al (2003), hormonios esterdides na forma de contraceptivos
comumente administrados durante a fase reprodutiva parecem aumentar a atividade transformadora
dos oncogenes do HPV e interferir na resolugao eficiente de lesGes causadas pelo virus na cérvice de
mulheres jovens.

Poucos estudos tém sugerido a associagao entre a infecgao viral e o uso de ACO (Pham et al,
2003). Ainda sao desconhecidos os mecanismos pelos quais os contraceptivos orais podem contribuir
para o risco de aquisi¢do, persisténcia e progressado da infecgao para o cancer cervical (Schneider,

1994; Villa, 1997).

44



Estudos experimentais observaram que fatores hormonais podem influenciar a transcrigdo do
genoma viral. Moodley et al (2003) e de Villiers (2003) sugerem que um aumento da exposicéo da
area de transformagéo do colo uterino a potenciais carcinogénicos pode ser um fator determinante a
formacao de cancer cervical. Hormdnios como o estrégeno e a progesterona estimulam a proliferacao
celular e a transcricdo viral, aumentando a expressao dos oncogenes E6 e E7 e promovendo a
degradagdo do gene p53, resultando na perda da atividade supressora de tumor (Moodley et al,
2003).

Outro fator importante e determinante no processo de evolugdo da infecgdo viral e no
desenvolvimento neoplasico é a resposta imune do hospedeiro. A prevaléncia da infecgdo pelo HPV
bem como a progresséo para lesbes displasicas ou mesmo o cancer é mais freqiente em mulheres
imunodeficientes, quando comparado a mulheres imunocompetentes (Parkin, 2002; Anschau et al,
2008).

Segundo Scott et al (2001), o estudo do sistema imunolégico, bem como a susceptibilidade
genética do individuo na histéria natural da infecgao pelo HPV tem sido o foco de muitas pesquisas. A
resposta imune por anticorpos a infeccdo é considerada determinante na imunidade protetora e esta
€ utilizada como marcador de infec¢cdo passada e presente ou mesmo como preditor de neoplasia

cervical (Konya et al, 2001; Scott et al, 2001; Wang et al, 2003).

1.4.1. Sistema Imunolégico e HPV

O conhecimento de que diferentes tipos de microorganismos sdo combatidos por diversas
células imunologicas data dos anos 50, quando foi documentada, através de muitos estudos, a
importancia dos anticorpos na destruigdo de bactérias extracelulares (Roitt et al, 2002).

Os anticorpos, concomitantemente com o complemento, podem lisar bactérias e funcionar
como opsoninas, facilitando a fagocitose. Os neutrdéfilos, eosindéfilos e macréfagos exercem a fungao
microbicida de forma mais ampla contra varios tipos de agentes e séo células importantissimas para a
defesa do hospedeiro (Roitt et al, 2002).

A resposta mediada pelas células T é extremamente efetiva no mecanismo de defesa contra
agentes intracelulares, como virus, protozoario, fungos e bactérias. Estas células podem exercer sua
fungéo através da citotoxicidade mediada por células CD8+ ou através da secregéo de citocinas que

vao ativar macréfagos para destruir os agentes intracelulares (Nussbaum et al, 2002).
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Recentemente, foi descoberta a heterogeneidade das células TCD4+ (T helper), sendo
constituida de dois tipos: as células Th1 e Th2. Esse achado tem contribuido de forma efetiva para o
entendimento da imunopatogénese da maioria das doencas infecciosas. A resposta Th1 esta
relacionada com defesa de protozoarios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é
mais efetiva contra helmintos e bactérias extracelulares (Nussbaum et al, 2002).

O sistema imunoldgico apresenta uma homeostasia e uma resposta imune balanceada, pois
algumas citocinas s&o responsaveis pela modulagdo negativa da resposta de outras citocinas. O IFN-
y modula negativamente a resposta Th2, e a IL-4 e IL-10, a resposta Th1, proporcionando, desta
forma, o equilibrio no sistema imune (Nussbaum et al, 2002).

Os genes do sistema imune desempenham uma grande importancia clinica em transplantes,
doengas auto-imunes e respostas a infecgdes, como ainda oferecem excelentes modelos para a
analise da variagdo humana e expressdo génica. Os fatores genéticos exercem um papel relevante
nao apenas na resposta imune normal, mas também no desenvolvimento de reagdes e doencas
imunolégicas (Nussbaum et al, 2002).

Relatos na literatura sugerem uma forte associagao existente entre a oncogénese e progressao
neoplasica relacionada ao HPV e ao sistema imunolégico. Entretanto, os mecanismos exatos que
disparam essa resposta imune eficiente contra lesdes relacionadas ao HPV ainda nao sao totalmente
conhecidos. Eles podem estar relacionados a ativagao do sistema imunolégico ou a susceptibilidade
genética do hospedeiro (Pinto et al, 2002; Scheurer et al, 2005).

A presenca de lesdes pré-malignas e malignas a nivel tissular pode favorecer a entrada de
células do sistema imunoldgico (linfécitos e macréfagos) e, juntamente com as do préprio tecido
infectado, iniciar uma resposta ao processo infeccioso (Pardo-Govea et al, 2005).

Individuos com infeccdo persistente e com elevado numero de parceiros sexuais estdo mais
susceptiveis a uma resposta sorolégica ao HPV (Hagensee et al, 2000; Heim et al, 2002; Viscidi et al,
2003; Nonnenmacher et al, 2003). Todavia, co-fatores imunolégicos, comportamentais e genéticos
sdo considerados importantes na etiologia do cancer cervical. Muitas citocinas que modulam o
controle imunoldgico estdo implicadas no desenvolvimento de lesdes do colo uterino (Clerici et al,
1997; Dranoff G, 2004).

A resposta imune local pode ser do tipo T-helper-1 (Th1) que inclui a Interleucina-2 (IL-2), o

Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e o Interferon-gama (IFN-y); e o tipo T-helper-2 (Th2), com a IL-4,
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IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Gongalves & Donaldi, 2004). Um estudo realizado por Scott et al (2001)
observou que o padrao de resposta imune tipo Th1, através das expressdes de IFN-y e IL-2 esta
associado com a presenca do virus HPV no tecido cervical.

Al-Saleh e colaboradores (1998) demonstraram que a progressdo ao cancer cervical esta
associada a resposta imunoregulatéria tipo Th2 (IL-4, IL-6). J& Wu et al (1996), com estudos in vitro
observou que o TNF-a, juntamente com o INF-y e a IL-2 apresentam um papel critico para a
regulacao da susceptibilidade dos queratindcitos cervicais para a infecgdo viral em mulheres com
NICIl e ll1.

Os polimorfismos existentes no Sistema Leucocitario Humano (HLA) s&do alguns dos co-fatores
de susceptibilidade genética para a infecgdo viral, sendo muito investigados na aquisi¢cdo e na historia
natural do HPV. Alguns polimorfismos estdo intimamente relacionados a protecédo contra infec¢des
virais persistentes (DRB1*0301-DQB1*0201) (Maciag et al, 2000; Ho et al, 2002). Controversamente
existem haplétipos que estdo associados ao risco de infecgdo, como por exemplo, DRB1*1601-
DQ*0502 e DRB1*0807-DQB1*0402 (Maciag et al, 2000; Ho et al, 2002).

Estudos tém documentado também a associagdo dos polimorfismos das citocinas TNF-a, IL-
10, IL-6 e IFN-y com o céancer cervical (Stanczuk et al, 2001; Roh et al, 2002; Stanczuk et al, 2003;

Govan et al, 2003).

1.4.2. Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

O Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex),
existente em todos os vertebrados, € constituido, entre outros, por genes com importantes fungdes
imunolégicas. Em 1937, Gorer identificou um grupo de antigenos em camundongos, que, quando
idénticos entre animais doadores e receptores, aumentavam gradativamente a sobrevivéncia do
transplante (Gorer, 1937; Roitt et al, 2002).

Jean Dausset, precursor das pesquisas, em 1958 publicou as suas observagdes sobre a
capacidade do soro de pessoas submetidas a transfusées sanguineas aglutinar leucécitos de outros
individuos. Dausset (1958) descobriu assim o primeiro antigeno humano, denominado MAC (agora
HLA-A*02), um dos produtos dos genes do Sistema Humano de Antigénios Leucociticos (HLA -

Human Leukocyte Antigens), o correspondente humano do MHC.
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Ja em 1963, Jon van Rood e van Leeuwen descobriram um novo gene do sistema HLA a que
deram o nome de FOUR (atualmente denominado HLA-B). Com a invengéo da técnica de cultura
linfocitaria mista em 1964 foram-se acumulando resultados que conduziram a descoberta de novos
genes, denominado HLA-DR na década de 70 (Bach & Hirschhorn, 1964; Bain et al, 1964).

O envolvimento do Complexo Maior de Histocompatibilidade na resposta imunitaria do
organismo so6 foi confirmado no inicio da década de setenta do século XX (Bjorkman et al, 1987;
Brown et al, 1993).

Devido as suas multiplas fun¢des, resultados vém sido obtidos no que diz respeito aos genes
do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC), principalmente aos genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), que desempenham a regulagdo do sistema imune (Araujo & Villa,
2003).

Os genes HLA séo divididos em genes de Classe | (A, B e C), Classe Il e Classe Ill. A Classe |
€ representada por antigenos que sdo fundamentais a imunocompeténcia e estdo diretamente
relacionados ao reconhecimento de antigenos. Os genes da classe |l estdo organizados em varias
sub-regides que codificam os antigenos (HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ) (Araujo & Villa, 2003).

Os genes da Classe lll...

Estudos recentes demonstram a relagdo de alguns alelos encontrados em populagbes de
mulheres com lesdes cervicais (Zoodsma et al, 2005; Dao et al, 2005). A maioria dos achados aponta
o envolvimento de genes do HLA de classe Il, tanto como fator de protegdo quanto de indugdo a
formacgao de lesdes e do cancer cervical. O envolvimento dos genes HLA-DQ e HLA-DR foi bem
relatado em um estudo envolvendo mais de 1.000 mulheres nos Estados Unidos, onde os genes
foram associados ao carcinoma escamoso da cérvice (Zoodsma et al, 2005).

Alelos estudados, como o HLA DQB1*03, mostram sua associagdo com lesées pré-malignas e
provavelmente com a persisténcia da infecgdo por HPV em alguns casos (Odunsi et al, 1995). Outros
alelos estudados em diferentes populagbes enfatizam o envolvimento do gene HLA-DQB1 de classe Il
(Dao et al, 2005).

Os alelos que conferem protecao ao desenvolvimento de lesdes cervicais tém sido amplamente
estudados e ja foram relatados em alguns estudos (Hildesheim et al, 2002; Araujo & Villa, 2003).

Hildesheim e colaboradores (2002) observaram um efeito protetor dos alelos HLA
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DRB1*13/DQB1*0603 de classe Il contra a infecgdo e persisténcia viral, sendo estes, os achados
mais consistentes na literatura.

Poucos estudos foram realizados avaliando a associagao entre HLA de classe | e o possivel
desenvolvimento de lesdes pré-malignas da cérvice, mesmo conhecendo seu potencial (Araujo &

Villa, 2003).

1.4.3. Fator de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor-a)

Macréfagos desempenham um papel primordial na imunidade mediada por células. Estes estédo
envolvidos tanto na fase inicial das respostas imunes, como células apresentadoras de antigenos,
como células inflamatodrias, tumoricidas e microbicidas, além de possuirem fungdes regulatoérias (Roitt
et al, 2002).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria, secretada por macréfagos ativos e localizado no
cromossomo 6 (regiao p21.3) (Kirkpatrick et al, 2004; Duarte et al, 2005).

A descoberta do Fator de Necrose Tumoral (FNT-a) foi através de dois sistemas experimentais.
O primeiro foi a indugdo de necrose em tumores por inje¢ao de soro contendo o fator nos animais
portadores de tumores. Este fendbmeno ocorria se o animal doador recebia uma injecao de BCG,
corynebacterium parvum ou ovos de esquitossoma cerca de duas semanas antes de uma injegao de
lipossacarideo (LPS) (Roitt et al, 2002).

Agindo em sinergia com Interleucina-1 (IL-1) e Interleucina-6 (IL-6), o TNF-a é importante para
a compreensdo das consequéncias da infeccdo e da imunopatologia que pode acompanhar as
respostas mediadas por células (Roitt et al, 2002).

Constituinte do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC), dentro da regido HLA classe
Ill, esta citocina exerce um importante papel no desenvolvimento da resposta imunoldgica
(Desphande et al, 2005; Duarte, 2005).

Presente nos macréfagos ligado @ membrana, o TNF-a pode ser liberado pela clivagem da
mesma e por inumeros estimulos, como por exemplo, componentes de bactérias, protozoarios e
algumas células tumorais (Roitt et al, 2002).

Diversos estudos sugerem que o TNF-a possa atuar como um promotor endégeno de tumores

em inumeros tipos de cancer, como por exemplo, cancer de mama, linfoma, préstata, cancer epitelial
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ovariano, endométrio uterino, cancer de pele e carcinoma gastrico (Moore, et al, 1999; Oh et al, 2000;
Sasaki et al, 2000; Machado et al, 2003).

Segundo outros pesquisadores, o TNF-a também esta associado com doengas infecciosas,
como a malaria cerebral, artrite reumatoide, doenga meningocécica € asma (McGuire et al, 1994;
Mulcahy et al, 1996; Nade et al, 1996; Moffatt & Cookson, 1997).

No caso de tumores, a citocina parece ser responsavel pela maior parte da atividade tumoricida
dos mondcitos humanos e pode desempenhar alguma fungdo na agao das ceélulas linféides
citotdxicas.

No que diz respeito ao HPV, esse esta relacionado com o controle direto e indireto na infecgao;
no controle direto da infecgdo, o TNF-a induz a apoptose nas células infectadas pelo virus e nas
células tumorais. Desta forma, ha estimulagdo da resposta inflamatéria através do aumento da
regulacao das moléculas de adesao vascular e de citocinas, que controlam o crescimento da infec¢ao
viral e a regulagdo do gene de transcri¢éo viral (Desphande et al, 2005).

Em relagédo ao controle indireto no desenvolvimento da infecgao pelo HPV, a regulagdo dos
niveis de TNF-q, localizados e sistémicos, ocorre em niveis genéticos (Desphande et al, 2005).

Alteragdes nos niveis de TNF-a podem influenciar na resposta imune a diversos patdégenos que
estdo associados com a susceptibilidade para doencgas infecciosas. Foi demonstrada a associagao de
um polimorfismo de microsatélite, TNF-a -11, com infec¢gao pelo HPV-16 e com neoplasia intra-
epitelial cervical (NIC), quando combinados com os alelos do gene HLA-DQB (Desphande et al,
2005).

Segundo Fernandes et al (2008), o gendtipo G/G ou a presencga do alelo G no polimorfismo -
308 confere ao individuo um fenétipo de baixa produgéo desta citocina; ja os gendtipos A/G e A/A, um
fenodtipo de alta produgao.

A baixa produgéo desta citocina esta relacionada com a presenca de lesbes de baixo grau (LG-
SIL) e o gendtipo A/G e A/A em lesdes de alto grau (HG-SIL) e cancer cervical invasivo (Fernandes et

al, 2008; Duarte et al, 2005).
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1.4.4. Interferon-gama (IFN-y)

Os interferons (IFNs) consistem de um grupo de proteinas que sdo importantes nas infecgbes
virais. Um tipo de interferon é produzido por células que sofreram agdo da infecgdo viral, outro é
liberado por certos linfécitos T ativados.

Estas proteinas induzem um estado de resisténcia antiviral em células teciduais nido infectadas
e ja sdo produzidas desde o inicio da infecgdo, sendo a primeira linha de resisténcia contra muitas
viroses (Roitt et al, 2002).

Existem pelo menos 15 tipos de IFN-a, os genes de cada qual apresentando 85,0% de
homologia. O IFN-B, juntamente com o IFN-a formava originalmente o IFN tipo I, sendo duas
moléculas completamente independentes. O IFN-y € o original IFN tipo Il ou interferon imune, e ndo
apresenta qualquer homologia com qualquer outro tipo.

Os IFNs sao liberados por diversos tipos de células e resposta a infecgao viral, RNA de dupla
hélice, endotoxina e estimulos mitogénicos e antigénicos. Em geral, o IFN-y difere dos demais porque
é liberado como uma linfocina por linfocitos T ativados, apesar de, sob determinadas circunstancias,
0s macrofagos também o secretarem (Roitt et al, 2002).

Um dos efeitos principais dos IFN-y é facilitar o reconhecimento de agentes virais pelo sistema
imunoldégico, através do aumento de glicoproteinas de classe | e de classe Il do Complexo Principal
de Histocompatibilidade (CPH). Também age destruindo alvos infectados por virus, ativando células
exterminadoras naturais (EN) e macréfagos e, inibindo diretamente a replicagéo viral.

Além destas propriedades, existem relatos de que o IFN-y possa inibir o crescimento celular
(incluindo atividade antitumoral), bem como a penetragéo viral em células e o brotamento a partir de
células infectadas.

Sabendo-se que o IFN-y aumenta a imunidade celular e estimula a imunidade humoral, a
avaliagdo dos padrdes de citocina na infecgdo associada ao HPV revela que alteragbes no equilibrio
das mesmas estao relacionadas ao desenvolvimento dessa infeccao (Maciag & Villa,1999).

Vaérios fatores regulam o equilibrio entre Th1 e respostas Th2, tal como citocinas produzidas
por células de imunocompetentes. Enquanto citocinas Th1 estimulam a resposta imune celular, as
citocinas Th2 favorecem a repressao da resposta celular (Abbas et al, 2007). Embora evidéncias

experimentais indiguem que moléculas de CHP poderiam participar na regulagéo e no equilibrio de
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Th1 e Th2, o papel destas moléculas de regulagédo ainda ndo esta claro (Hanson et al, 1999; Song et
al, 2008).
Estudos comprovam que varios polimorfismos no gene do IFN-y estariam associados com a

susceptibilidade individual para o desenvolvimento do cancer cervical (Song et al, 2004).

1.4.5. Interleucina-10 (IL-10)

As citocinas sdo moléculas importantes na resposta imune contra infecgbes virais.
Geneticamente determinadas, podem apresentar predominio para padrao associado com a
eliminagdo viral, ou associadas com a persisténcia da infecgdo e progressao para lesdes cervicais,
como a IL-10, no caso do HPV (Clerici et al,1997; Zoodsma et al, 2005).

Avaliagdes da producgao de citocinas pelos linfécitos T do sangue periférico tém sido realizadas
em mulheres apresentando a infecgido pelo HPV e portadoras de lesdes cervicais de diferentes graus
de severidade. Estes estudos sugerem que o desenvolvimento das lesdes cervicais esta associado,
preferencialmente, ao padrao local de citocinas imunoinibitérias, como a IL-10 e ndo a um padrao de
resposta imune pré-inflamatéria, que seria mais apropriada contra infecgdes virais e tumores
(Fernandes et al, 2008).

A IL-10 é uma citocina tipo Th-1 que apresenta efeito supressivo mediada por células do
sistema imunologico (de Waal Malefyt et al, 1991; Moore et al, 1993; Chang et al, 1995). Em certos
tumores, a produgéo observada de IL-10 foi extremamente elevada, como por exemplo, nos casos de
cancer pulmonar, linfomas e doenga de Hodgkin, cancer renal, ovariano, célon e cancer de pele (Pisa
et al, 1992; Chen et al, 1994; Kim et al, 1995; Herbst et al, 1996).

Nos casos de NICs e cancer cervical, a presenga bem como a progressao para o cancer esta
associada com o aumento dos niveis sorolégicos de IL-10 (Chopra et al, 1998; Jacobs et al, 1998).

Sabe-se que existem trés SNPs (Single Nucleotideo Polymorphisms) descritos na regido
promotora do gene da IL-10, nas posi¢des -1082, -819 e -592 (Turner et al, 1997; Eskdale et al,
1998). A presenca do nucleotideo A na posigéo -1082 esta correlacionada com baixa produgdo da IL-
10. Os polimorfismos do gene da IL-10 da regido promotora parecem ter aplicabilidade clinica, visto
que alguns alelos podem determinar baixa, intermediaria ou alta produgéo de IL-10 (Zoodsma et al,

2005).
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Segundo Clerici et al (1997), o polimorfismo -1082 tem sido importante na determinagdo dos
niveis de produgéo da citocina IL-10, sendo em baixa (AA), intermediaria (AG) e alta (GG). Somente
dois estudos mostraram a associacao destes alelos com o cancer cervical (Stanczuk et al, 2001; Roh
et al, 2002). Stanczuk et al (2001) encontrou associagdo deste polimorfismo (-1082) com o
desenvolvimento de cancer em uma populacdo de mulheres em Zimbabwe (Odds Ratio (OR): 0,28
para AG, comparado a AA, com um Intervalo de Confianga (IC) de 95,0%: 0,12-0,61).

Ja Roh et al (2002) ndo encontrou associagao de nenhum dos trés polimorfismos (AA, AG e
GG) com o cancer cervical em mulheres koreanas.

A capacidade de secretar diferentes niveis de citocinas, herdadas geneticamente, parece ser
relevante na resposta imune contra a infeccao pelo HPV e na oncogénese das lesdes cervicais. No
entanto, sao raros os estudos avaliando polimorfismos de citocinas nas lesdes cervicais (Bidwell et al,
1999; Haukim et al, 2002).

Um estudo avaliando o polimorfismo -1082 do gene da IL-10 demonstrou que as mulheres
portadoras do alelo G e com cancer cervical parecem estar imunogeneticamente predispostas a
produzir altos niveis de IL-10 (Stanczuk et al, 2001).

Além disso, foi observado que a prevaléncia do alelo associado (-1082 A) a baixa produgéo foi
menor no grupo de casos com cancer cervical quando comparados com o de mulheres saudaveis, no
qual ndo foram observados alelos para alta produgdo. Estes resultados sugerem que a habilidade,
geneticamente determinada, de produzir altos niveis da IL-10 (-1082 G) pode ser um fator importante
no desenvolvimento do cancer cervical (Stanczuk et al, 2001).

Segundo Giannini et al (2002) niveis aumentados de IL-10 em mulheres com lesdes cervicais
infectadas pelo HPV, em relagcdo as mulheres saudaveis apresentando colos uterinos normais,
indicam a ocorréncia de imunossupressao local, visto que a IL-10 estaria inibindo a apresentagao de
antigenos, a fungéo das células T citotdxicas, a proliferagéo das células T e a secrecéo de citocinas
pré-inflamatérias. Essas inibigdes contribuem para a instalagdo e o desenvolvimento de lesbes
cervicais apos infecgao pelo HPV.

Acredita-se que a presencga da infecgéo pelo HPV-16, tipo viral predominantemente encontrado
em estudos brasileiros, parece influenciar na produgdo da IL-10, aumentando sua produgdo em

mulheres que geneticamente estariam predispostas a produzir niveis reduzidos dessa citocina,
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deixando-as mais susceptiveis a instalagdo e progressao de lesdes cervicais, precursoras do cancer

do colo uterino (Fernandes et al, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

- Verificar a associagdo dos polimorfismos -1082 (A/G) e -308 (A/G) dos genes do sistema
imunolégico, Interleucina-10 (IL-10) e do Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), respectivamente,

com a infecgéo genital pelo Papilomavirus Humano (HPV);

2.2. Objetivos Especificos

- Verificar as associagbes das variaveis estudadas (demograficas, reprodutivas e de
comportamento sexual) com a presencga de infecgéo cervical por HPV;

- Descrever a distribuicdo da frequéncia dos gendtipos e dos alelos na populagao estudada;

- Verificar a freqiiéncia genotipica dos polimorfismos IL-10 -1082 (A/G) e TNF-a (-308 A/G) em
lesGes cervicais de alto (HGSIL) e baixo grau (LGSIL).

- Verificar a associagao dos genétipos estudados com tipos virais oncogénicos (-16, -18 e -31)
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Resumo

Introdugao: Os polimorfismos no gene da IL-10 tém sido implicados na susceptibilidade para o
desenvolvimento de tumores. Na infeccao pelo HPV, a IL-10 pode apresentar predominio para o
padréo associado com a eliminagéo viral ou com a persisténcia da infecgdo e com a progressao para
lesbes cervicais.

Objetivos: Verificar a associagéo entre o polimorfismo presente na regido promotora (-1082) do

gene da IL-10 e a infecgao genital pelo HPV.

Materias e métodos: Trata-se de um estudo de caso-controle. O grupo de casos corresponde
a 84 mulheres com infecgado genital pelo HPV que apresentavam anatomopatolégico alterado. Ja o
grupo controle foi composto por 211 mulheres que apresentavam resultado negativo para HPV
genital, através da técnica de PCR, e nenhuma alteracdo ao exame citopatolégico da cérvice uterina.
A técnica de amplificacdo refrataria de mutagbes (ARMS-PCR) foi utilizada para a identificacdo do
polimorfismo da IL-10. Regressao logistica multipla foi utilizada para verificar a associagdo das
variaveis estudadas com o desfecho (infec¢do genital pelo HPV). O calculo de Equilibrio de Hardy-
Weinberg foi utilizado para verificar se as freqiiéncias alélicas e gentotipicas observadas sao

concordantes com as esperadas na populacdo em estudo.

Resultados: A freqiéncia genotipica observada no grupo de mulheres com infecgédo foi de
12,0% (AA), 29,0% (AG) e 59,0% (GG); a freqiéncia alélica foi de 26,0% para A e 74,0% para G. No
grupo controle, a freqiiéncia genotipica encontrada foi 22,0% (AA), 49,0% (AG) e 29,0% (GG); a
frequéncia alélica foi de 47,0% para A e 53,0% para G. Houve diferenca significativa entre os grupos
estudados, tanto para a frequéncia alélica quanto para a genotipica (p<0,0001). Entre as mulheres
com infecgdo, encontramos associacéo das lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LGSIL)
com o gendtipo GG (p=0,02). As variaveis idade (RC=4,70; IC95%: 2,61-8,40), co-infec¢do por HIV
(RC=11,21; 1C95%:1,002-125,33) e o gendtipo GG (RC=4,22; 1C95%: 1,84-9,61) permaneceram

independentemente associadas ao desfecho (infecgao genital pelo HPV).

Conclusao: Os resultados sugerem que a predisposicdo determinada geneticamente para a

producédo de altos niveis de IL-10 pode estar associada a infecgdo pelo HPV e ao processo de
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transformagédo maligna, mostrando a importancia da resposta imunoldgica do hospedeiro no processo

de infecgao.

Palavras-Chave: IL-10, polimorfismo IL-10 (-1082), lesbes cervicais, HPV.
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Abstract

Background: The gene polymorphism in the IL-10 has been related to the susceptibility of the
development of cancers. In Human Papillomavirus (HPV) infection, the IL-10 may present predominant
to the pattern associated with the elimination of the virus, or associated with persistence of infection
and progression to cervical lesions.

Objective: To evaluate the frequency of polymorphism -1082 A/G present in the promoter
region of the gene of IL-10 and its role in the development of cervical lesions.

Material and method: A case-control study was conducted..The case group included 84 HPV
positive women with abnormal anatomopathological results. The control group included 211 healthy
women, which were HPV negative and had a normal cytology. The amplification refractory mutation
system (ARMS-PCR) technique applied to identify the polymorphism of the IL-10. Multiple logistic
regression was used to verify the association between the study factors and the outcome (genital
infection by HPV). The Hardy-Weinberg equilibrium was used to verify whether the observed allelic
and genotypic frequencies were according with the expected in the studied population.

Results: The genotypic frequency observed among cases was 12.0% (AA), 29.0% (AG) and
59.0% (GG); the allelic frequency was 26.0% and 74.0% for A and G, respectively. In the control
group, the genotypic frequency was 22.0% (AA), 49.0% (AG) and 29.0% (GG); the allelic frequency
was 47.0% and 53.0% for A and G, respectively. There were significant differences between the
groups, both for the allelic and for the genotypic frequencies (p<0.0001). Among cases there was a
significant association between the GG genotype and LGSIL lesions (p=0.021). The variables age
(OR=4.70; 95%IC: 2.61-8.40), HIV co-infection (OR=11.21; 95%IC: 1.002-125,33), and genotype GG
(OR=4.22; 95%IC: 1.84-9.61) remained independently associated to the outcome (genital HPV
infection).

Conclusion: The results suggest that the genetic predisposition for the interleukin high levels
production may be related with cancer development, showing the importance of the immunologic
response in the process of HPV infection and in the progression of cervical lesions caused by the

Human Papillomavirus.

Keywords: IL-10, IL-10 (-1082) polymorphism, cervical lesion, HPV.
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Introdugao

Em todo o mundo, a incidéncia e a mortalidade do cancer cervical sdo superadas apenas pelas
taxas de cancer de mama, ocupando o sétimo lugar em mortalidade na populacdo total e o terceiro
entre as mulheres!" 2], Estima-se que cerca de 98,0% dos tumores cervicais estejam associados ao
Papilomavirus Humano (HPV), indicando que a presenga do virus € fundamental para o

desenvolvimento do cancer de colo uterino'®.

As taxas de aquisigao para a infecgado por HPV sao elevadas, principalmente em adultos jovens
com vida sexualmente ativa™. Diversos fatores sécio-comportamentais podem estar relacionados ao
desenvolvimento de uma lesédo precursora do cancer cervical associada ao HPV. Entre esses se
destacam o comportamento sexual, a idade precoce de inicio da atividade sexual, multiplicidade de
parceiros, multiparidade, tabagismo, uso prolongado de contraceptivos orais, precarios habitos de

higiene pessoal e historia de doengas sexualmente transmissiveis™ .

A resposta imune do hospedeiro também é um fator determinante no processo de evolugao da
infeccao viral e no desenvolvimento neoplasico. A prevaléncia da infeccdo pelo HPV bem como a
progressdo para lesbGes displasicas ou mesmo o cancer € mais freqiente em mulheres

imunodeficientes, quando comparado a mulheres imunocompetentesm.

As citocinas sao moléculas importantes na defesa do organismo contra infec¢des virais. Elas
podem atuar de forma indireta, através da determinacdao de um padrao de resposta imune ou
diretamente pela inibicdo da replicagao viral®. Evidéncias clinicas sugerem uma regulagéo cruzada
entre os diferentes padrdes de citocinas na resposta imune do hospedeiro. Se por um lado, as
citocinas pro-inflamatorias, como o Interferon-gama (IFN-y), induzem uma resposta imune efetiva
contra infecgdes virais e neoplasias, por outro lado, citocinas imunoinibitérias, como a Interleucina 10
(IL-10), induzem uma resposta imune adaptativa, que é eficaz contra antigenos extracelulares,

entretanto, permissiva ao desenvolvimento de tumores'®.

Avaliagdes da produgéo de citocinas por linfécitos T do sangue periférico tém sido realizadas
em mulheres portadoras de lesdes cervicais em varios graus de gravidade, sugerindo que o

desenvolvimento das lesdes esta associado, preferencialmente, ao padrao local de citocinas
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5]

imunoinibitérias, como no caso da IL-10". Os diferentes niveis secretados de IL-10 podem estar

associados a eliminagao do HPV, ou a persisténcia da infec¢do e progressao para lesdes cervicais®.

Segundo Giannini et al (2002), niveis aumentados de IL-10 em mulheres com lesdes cervicais
infectadas pelo HPV em relagdo as mulheres saudaveis indicam a ocorréncia de imunossupressao
local, uma vez que a IL-10 estaria inibindo a apresentagdo de antigenos, a fungédo das células T

citotoxicas, a proliferagao das células T e a secregao de citocinas pré-inﬂamatériasm.

Ja foram descritos trés polimorfismos simples de nucleotideos (SNPs) na regido promotora do
gene da IL-10, nas posicdes -1082, -819 e -592. Estes parecem ter aplicabilidade clinica, visto que

B9 Um estudo

alguns alelos podem determinar baixa, intermediaria ou alta produgédo de IL-10
avaliando o polimorfismo -1082 observou que mulheres com cancer cervical portadoras do alelo G
parecem estar imunogeneticamente predispostas a produzir altos niveis da IL-10. Além disso, foi
observado que a prevaléncia do alelo associado a baixa producgdo (-1082 A) foi menor no grupo de
mulheres com céancer cervical quando comparado com o grupo controle, no qual ndo foram
observados alelos para alta produgédo. Estes resultados sugerem que a habilidade, geneticamente
determinada, de produzir altos niveis da IL-10 pode ser um fator importante no desenvolvimento do

cancer cervical'?,

Frente a estas consideragdes, este estudo tem como objetivo verificar a associagdo entre o

polimorfismo presente na regido promotora (-1082) do gene da IL-10 e a infecg&o genital pelo HPV.

Materiais e Métodos

Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo de caso-controle. O desfecho considerado para este estudo foi a
infeccao genital pelo HPV. Fazem parte do estudo uma amostra de mulheres que participaram de um
estudo de Coorte, realizado no periodo de Fevereiro de 2003 a Dezembro de 2006!"", em Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Essas mulheres procuraram atendimento na Unidade de Atencao
Primaria Jardim Leopoldina, pertencente ao Servigo de Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar

Conceicéo (Porto Alegre/RS) para a realizagdo do exame citpatolégico (preventivo) de colo uterino.
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Todas as mulheres no momento da entrada no estudo ndo apresentavam queixas e/ou relatos

ginecoldgicos.

O protocolo do estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em pesquisa do Centro
Universitario Feevale e do Grupo Hospitalar Conceicdao (CEP — GHC). Todas as participantes

assinaram um Termo de Consentimento Informado.

Amostra e Amostragem

Foram utilizadas amostras de lavado cérvico-vaginal de mulheres através de uma escova
citolégica (cytobrush) para a pesquisa de DNA viral e humano obtidas da ectocérvice. O transporte
das amostras foi realizado em condigbes de baixas temperaturas e conservado a temperatura de -
20°C até o momento da extracdo. O protocolo de extragdo de DNA utilizado foi descrito por Bauer''? e
Coutlée!™. Todas as amostras foram avaliadas quanto a presenca do DNA viral e genotipados para

os tipos oncogénicos -16, -18 e -31.

Informagdes sobre as participantes e dados laboratoriais (citopatolégico, colposcopia e

anatomopatoldgico) foram extraidas da base de dados existentes para o estudo de coorte.

Para a avaliagdo do DNA humano dois grupos de mulheres (casos e controles) foram

estudados.

Definicdo de Casos: foram considerados casos todas as mulheres desta base de dados que
apresentavam infeccao genital pelo HPV, detectadas através da técnica de PCR e com resultado

anatomopatolégico alterado. O numero definido para o estudo foi de 84 casos.

Definicao de Controles: foram considerados potenciais controles as mulheres HPV negativas
e com resultado citolégico sem alteragdes. Foram selecionadas de forma consecutiva 211 mulheres

para o grupo controle.

Todas as mulheres elegiveis nesse estudo, tanto para o grupo de casos como para o grupo de
controles preencheram os critérios acima, considerando uma proporgao de 3 controles para cada

caso (3:1), conferindo um poder de 80,0%.
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Detecgao do polimorfismo IL-10 -1082A/G

A detecgéo dos alelos A ou G na posi¢do - 1082 na regido promotora do gene da IL-10 foi
realizada pela técnica de ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System), descrita por

Perrey™. A seqliéncia dos primers utilizados na reacdo de PCR foram os seguintes:

IL-10 (-1082) Primer Genérico (antisense): 5’-cagtgccaactgagaatttgg-3’
IL-10 (-1082) Primer G (sense): 5’-ctactaaggcttctttgggac-3’
IL-10 (-1082) Primer A (sense): 5’-actactaaggcttctitgggaa-3’

O tamanho do produto amplificado corresponde a 258 pb.

Nas reacdes de PCR para cada alelo investigado, foram utilizados primers de controle interno

para cada reagao.
Primer de controle interno 1: 5’-gccttcccaaccatteectta-3’
Primer de controle interno 2: 5’-tcacggatttctgttgtgtttc-3’
O tamanho do produto amplificado corresponde a 429 pb.

As reacgbes foram realizadas em volume final de 25 ul, contendo 2,5U da enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen), primers na concentragdo de 50 ng/ yl cada, 150 mM de Mg Cl, 200 mM de

dNTP (Invitrogen),1 yl de DNA e H,O qg.s.p.

As reacbes de amplificacdo do DNA foram realizadas no termociclador MJ Research PTC 96.
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéao de

TEB 1X, contendo 0,5 mg/mL de Brometo de Etidio e visualizados sob luz ultravioleta (UV).

Anaélise Estatistica

O Teste de Homogeneidade (Xz de Pearson) foi utilizado para comparagcdo das variaveis

categoricas com a presenga ou auséncia do desfecho (infecgdo genital pro HPV); e o teste t de
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student ou Mann-Whitney, para comparar as variaveis continuas com a presencga ou ndo do desfecho

infecgao genital por HPV). O nivel de significancia de 5% foi utilizado nos testes de hipoteses.
g g

A Razao de Chances (RC) foi estimada para as analises uni/bivariadas e multivariadas, através

do método de Regresséo Logistica.
O software SPSS® (versdo 16.0)"® foi utilizado para estas andlises.

O célculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado a partir do software GraphPad Instat®
(v. 3.06)"" e utilizado para verificar se as freqiiéncias alélicas e gentotipicas observadas estavam de

acordo com as frequéncias esperadas na populagdo em estudo.

Resultados

As caracteristicas sdcio-comportamentais da populagdo estudada encontram-se descritas na
Tabela 1. Observaram-se diferencgas significativas entre casos e controles em relagdo a média de
idade (p<0,001) e paridade (p<0,001). Houve uma significancia limitrofe com a idade na primeira
relagdo sexual (p=0,06), co-infeccdo por HIV (p=0,07) e numero de parceiros sexuais na vida
(p=0,07).

As variaveis sécio-comportamentais, como a multiplicidade de parceiros sexuais, multiparidade,
tabagismo e o uso prolongado de anticoncepcional oral, também foram examinadas quanto a sua
associagdo com o desenvolvimento de lesdes e os tipos virais oncogénicos HPV-16, -18 e -31, mas
nao houve associagao significativa entre essas variaveis.

A distribuicdo da freqiiéncia dos gendtipos e dos alelos nos dois grupos investigados é
apresentada na Tabela 2. A frequéncia genotipica observada entre os casos foi de 12,0% (AA),
29,0% (AG) e 59,0% (GG); a frequéncia alélica foi de 26,0% para A e 74,0% para G. No grupo
controle, a freqliéncia genotipica encontrada foi 22,8% (AA), 48,8% (AG) e 28,4% (GG); a frequiéncia
alélica foi de 47,0% para A e 53,0% para G. Houve diferenca significativa entre os grupos estudados,
tanto para a freqiiéncia alélica quanto para a genotipica (p<0,001). Através do Calculo de Equilibrio
de Hardy-Weinberg verificamos que as freqiéncias alélicas e genotipicas observadas foram

concordantes com as frequiéncias esperadas na populagao (p<0,001).
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Na Tabela 3 estdo descritas as Razdes de Chances brutas e ajustadas, com os
correspondentes intervalos de confianga de 95%, para a associagéo entre as variaveis estudadas e o
defecho. Observou-se uma associagao significativa independente entre o grupo etario (RC=4,70;
1C95%:2,61-8,40), co-infecgdo por HIV (RC=11,21; 1C95%: 1,002-125,33) e o gendtipo GG (RC=4,22;

1C95%:1,84-9,61) com a infecgado genital pelo HPV.

A Figura 1 mostra a distribuicdo dos genétipos do polimorfismo IL-10 -1082 em lesdes de alto
(HGSIL) e baixo grau (LGSIL). O gendétipo GG foi o mais freqliente entre os casos, tanto nas lesdes

de alto grau (86,0%; p=0,01) quanto nas lesdes de baixo grau (60,0%; p=0,02).

A frequéncia de infec¢bes por HPV-AR (alto risco) foi de 23,6% para HPV-16; 15,3% HPV-31 e
9,7% HPV-18, sendo que 41,0% dos casos apresentavam co-infecgdo com mais de um tipo viral. A
freqUéncia dos gendtipos de acordo com o tipo de HPV oncogénico (-16, -18 e -31) é apresentada na
Figura 2. Das mulheres arroladas portadoras de HPV-16, 94,1% (16/17) apresentavam o alelo G;
portadoras de HPV-18, 85,7% (6/7); e de HPV-31, 72,7% (8/11). Nas HGSIL, 66,3% apresentavam
algum tipo de HPV investigado e nas LGSIL, 51,0%. Foi observada diferenga significativa entre a

distribuicdo da freqiiéncia dos gendtipos com tipos oncogénicos virais (p=0,04).

Discussao

Varios estudos tém avaliado a influéncia de fatores genéticos e produgédo de citocinas no
: ~ s AialD 18,19, 20, 21] . :
desenvolvimento de lesdes cervicais . As citocinas desempenham um papel fundamental
na resposta imune do hospedeiro, sendo que a infecgao pelo HPV pode apresentar diferentes formas
de evolugdo, associadas com a persisténcia da infecgéo e progressao para lesdes cervicais, ou com a
fo = [22]
eliminagdo do HPV*~,
Normalmente as populagdes nas quais sao verificadas as lesbes cervicais apresentam uma

média de idade entre 30-35 anos®®?

, uma vez que o virus pode manter-se na sua forma latente e se
manifestar no decorrer dos anos. A média de idade encontrada neste estudo foi de 35,6 anos (+14,0),
corroborando com os achados de Schiffman et al (2007). No presente estudo, a idade mostrou-se

independentemente associada a infecgéo genital por HPV (<35 anos).
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Vaérios estudos tém sugerido uma associagao significativa entre os tipos de lesdes cervicais e
dados socio-comportamentais, como idade da primeira relagdo sexual, nUmero de parceiros, uso de
contraceptivos orais e tabagismo* 2> 2 #l Um trabalho realizado por Sun-Kuie et al (2004) sugere

28 Em

que a combinagao entre o uso de contraceptivo oral e tabagismo esta associada a HGSIL
nosso estudo nao foi observada associagdo entre fatores socio-comportamentais e o
desenvolvimento de lesdes cervicais (LGSIL e HGSIL).

Com relagao a co-infecgao por HIV, mulheres infectadas pelo HPV tendem a desenvolver mais
lesdes escamosas (LGSIL) e neoplasias intraepiteliais cervicais (HGSIL)??. No presente estudo, a co-
infeccdo mostrou-se independentemente associada a infecgdo por HPV (RC=11,21; 1C95%:1,002-
125,33). No entanto, estes achados devem ser analisados com cautela, pois o tamanho amostral de
mulheres com co-infecgao foi muito pequeno (n=03).

As freqliéncias alélicas para o polimorfismo -1082 da IL-10 tém sido descritas para populagdes
de diferentes etnias. Para populagdes caucasoéides saudaveis, a freqiiéncia do alelo A varia de 47,0-
60,0% e do alelo G de 37,0-52,0%"°", e foram similares as freqiiéncias encontradas no presente
estudo (A=51,0% e G=49,0%).

Alteracdes na expresséo dos niveis da IL-10 tém sido avaliadas em varios estudos?? 3" 3% 3% 34

O gendtipo homozigoto AA do gene da IL-10 na regido promotora -1082, relacionado a baixa

expressao da citocina, foi associado com varios tipos tumorais, incluindo avangados melanomas

[22] [9] [33]

cutaneos*”, cancer de mama e cancer de préstata©™™, enquanto a expressao elevada da IL-10

proporcionada pelo gendtipo GG parece estar relacionada ao cancer cervical®

No presente estudo, a infeccdo por HPV e a susceptibilidade ao desenvolvimento de lesbes
cervicais apresentou associagao para o polimorfismo -1082 G/G do gene da IL-10, corroborando com
os achados de trabalhos prévios nos quais o alelo G esteve associado a infecgao viral e as lesdes
cervicaisl'” **1. Além disso, em 86,0% das lesdes HGSIL esteve presente o gendtipo GG. Estes
resultados corroboram com os achados de estudo realizado por Bermudez-Morales et al (2008) no
qual o gendtipo GG também foi observado em 62,0% das HGSIL e em 84,0% dos casos de cancer®,
QOutros estudos também relatam uma alta freqiéncia do gendtipo GG (IL-10) nas amostras cervicais
de cancer, bem como em outros tipos tumorais'?? 3" 33 3%

Sabe-se que os tipos oncogénicos do HPV estéo relacionados ao desenvolvimento de lesGes

cervicais e a progressao para o cancer cervical®. Observamos diferengas significativas entre os tipos
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oncogénicos de HPV-16, -18 e -31 e a presenga dos alelos A/G da IL-10. Encontramos uma
associacdo do HPV-16 com uma elevada expressao do alelo G (94,1%), seguido do HPV-18 e -31.
Apesar de nao existirem trabalhos mostrando a relagdo dos gendétipos da IL-10 com os tipos de HPV,
estudos avaliando os niveis dessa interleucina nas lesées indicam que a presenga da infecgédo pelo

HPV-16 parece influenciar os niveis desta citocina®

Conclusao

Polimorfismos envolvendo genes de citocinas podem contribuir como marcadores para a
identificacdo de individuos com predisposicao ao desenvolvimento de doencgas, principalmente do
cancer. Entretanto, é importante salientar que diversos fatores envolvidos na progressdo da doenga
ainda sdo pouco compreendidos. Além disso, uma analise em conjunto de diferentes citocinas
poderia revelar um panorama mais consistente.

Os resultados deste estudo sugerem que a predisposi¢do determinada geneticamente para a
producdo de altos niveis de IL-10 pode estar associada a infecgao genital por HPV, o que ratifica a
importancia da resposta imunoldgica do hospedeiro na histéria natural da infecgdo viral e na
progressao de lesbes cervicais.

As limitagbes que devemos considerar em nosso estudo foram devidas ao pequeno niumero de
casos de mulheres com lesdes graves (NIC Il e cancer), pois a extracdo de DNA de biépsias de
amostras cervicais em blocos de parafina é considerada um procedimento laborioso e, geralmente

com poucos resultados satisfatérios.
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Tabela 1. Distribuicdo das varidveis socio-comportamentais de acordo com o grupo de mulheres

arroladas no estudo.

Controles Casos
Variaveis (n=211) (n=84) Valor de p
Cor da Pele

Branca 84,2% 77,4%

N&o-branca 15,8% 22,6% 0,22*
Idade (média em anos e DP) 44,3 (11,6) 35,7 (13,7) <0,001**
Escolaridade

Até 1°. Grau Incompleto 30,2% 24,4%

De 1°. Grau Completo a 2°. Grau Incompleto 35,6% 30,5% 0,22*

De 2°. Completo a 3°. Grau Completo 34,2% 45,1%

Infecgdo por Chlamydia
Sim 5,1% 7.2% 0,58"
Néo 94,9% 92,8%

Fumo
Sim 23,4% 28,6% 0,43"
Néo 76,6% 71,4%

Uso de Contraceptivo oral
Sim 95,4% 100,0% 0,12
Néo 4,6% 0,0%

Co-Infecgao pelo HIV

Sim 0,5% 3,6% 0,07*

Néo 99,5% 96,4%

Sexarca (média em anos e DP) 19,4 (4,2) 18,4 (4,1) 0,06**
Parceiros Sexuais na Vida (média e DP) 4 (4,0) 6(13,0) 0,07**
Paridade (média e DP) 1,7 (1,4) 2,8 (1,6) 0,01*

* Teste de Homogeneidade (. ;;2 de Pearson);

** Valores de p para testes t-Student ou Mann-Whitney; DP: desvio padrao.
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Tabela 2. Proporgéo genotipica e frequéncia alélica da IL-10 no grupo de casos e controles.

Controles Casos
Variaveis (n=211) (n=84) P*
Genotipo n(%)
AA 48 (22,8%) 10 (11,9%)
AG 103 (48,8%) 24 (28,6%) <0,0001
GG 60 (28,4%) 50 (59,5%)
Freqiiéncia Alélica (%)
A 47,0% 26,0%
G 53,0% 74,0% <0,0001

* Teste de Homogeneidade (. ;(2 de Pearson).

99



Tabela 3. Razées de Chance (RC) Brutas e Ajustadas das variaveis estudadas em relagao a

infec¢ao genital por HPV.

Variaveis

RCbruta (IC95%)*

RCajustado (1C95%)**

Grupo Etdrio (em anos)

<34 4,76 (2,76-8,26) 4,70 (2,61-8,40)
> 35 (Ref.) 1,0 1,0
Cor
Branca (Ref.) 1,0 1,0
Nao Branca 1,5 (0,83-2,92) 1,83 (0,89-3,75)
Fumo
Sim 1,31 (0,74-2,30) 1,10 (0,57-2,07)
Nao (Ref.) 1,0 1,0
Sexarca
<20 1,44 (0,83-2,48) 1,07 (0,57-2,03)
>20 (Ref.) 1,0 1,0
Uso de Contraceptivo Oral***
Sim 0,72 (0,67-0,77) -
Nao 1,0 1,0
Parceiros Sexuais na Vida
< 3 (Ref.) 1,0 1,0
>3 1,42 (0,83-2,44) 1,02 (0,54-1,92)
Infecgao por HIV
Sim 7,94 (0,82-76,92) 11,21 (1,002-125,33)
Nao (Ref.) 1,0 1,0
Gendtipos IL-10
AA 2,13 (1,02-4-45) 1,0
AG 6,03 (3,43-10,61) 1,12 (0,48-2,64)
GG

6,41 (3,29-12,5)

4,22 (1,84-9,61)

* RC brutas; ** RC ajustadas para todas as variaveis no modelo.

*** A variavel Uso de Contraceptivo Oral foi excluida do modelo de regressao devido a pequena diferenca
(4,6%) existente entre casos e controles que utilizavam este método.
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Figura 1. FrequUéncias genotipicas da IL-10 comparadas a lesées de alto (HGSIL) e baixo grau
(LGSIL). LGSIL (Low Grade Squamous Intraepithelial Lesion - ASCUS, NIC | e alteragbes celulares
devidas a infecgdo pelo HPV); HGSIL (High Grade Squamous Intraepithelial Lesion - NIC I, NIC Ill e

Cancer Cervical). Com o gendtipo GG foi observada associagao significativa com LGSIL (% p=0,02)

e HGSIL (x% p=0,01).
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Figura 2. Distribuicdo das frequéncias alélicas (IL-10 A/G) estudadas com os tipos virais
oncogénicos (HPV-16, -18 e -31). Houve diferenca significativa entre a distribuicdo da

frequéncia dos alelos com os tipos oncogénicos virais (xz; p=0,04).
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Resumo

Introdugao: O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) € uma citocina pertencente a Classe Th1,
envolvida na resposta inflamatéria, anti-viral e anti-tumoral. Na infeccdo pelo HPV, o TNF-a pode
apresentar redugéo dos seus niveis intralesionais, dependendo do tipo infectante e da agressao viral.

Objetivos: Avaliar a associagdo do polimorfismo presente na regido promotora (-308) do gene

do TNF-a com a infec¢ao genital pelo HPV, incluindo os tipos oncogénicos (HPV-16, -18 e -31).

Material e métodos: Trata-se de um estudo de caso-controle. O grupo de casos corresponde a
84 mulheres com infecgdo genital pelo HPV que apresentavam anatomopatolégico alterado. Ja o
grupo controle foi composto por 203 mulheres que apresentavam resultado negativo para HPV
genital, através da técnica de PCR, e nenhuma alteracdo ao exame citopatolégico da cérvice uterina.
A técnica de amplificagdo refrataria de mutagbes (ARMS-PCR) foi utilizada para a identificagdo do
polimorfismo -308 A/G no gene do TNF-a. A caracterizagao do virus em tipos oncogénicos (HPV-16, -
18 -31) foi realizada pela técnica de PCR, com primers para a regido E6 e E7 do genoma viral.
Regresséo logistica multipla foi utilizada para verificar a associagéo das variaveis estudadas com o
desfecho (infeccdo genital pelo HPV). O calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado para
verificar se as freqUéncias alélicas e gentotipicas observadas sao concordantes com as esperadas na

populagdo em estudo.

Resultados: A homozigosidade do alelo G (gendtipo GG) foi encontrada em maior freqiéncia
nos casos (36,9%), seguido por 35,7% do gendtipo AA e 27,4% do gendtipo AG. Houve diferenca
significativa entre os grupos estudados, tanto para a freqiiéncia alélica (p<0,0002) quanto para a
genotipica (p<0,0001). Observamos uma associa¢ao do genétipo GG com o tipo oncogénico HPV-16
(p<0,05), com a co-infecgao pelo virus HIV (p<0,001) e LGSIL (p<0,01). As variaveis idade (RC=3,46;
IC95%: 1,89-6,33), os genodtipos AG (RC=9,21; IC95%: 4,29-19,75) e AA (RC=2,73; IC95%: 1,25-

6,00) permaneceram independentemente associados ao desfecho (infecgcao genital pelo HPV).

Conclusao: Os achados deste estudo sugerem que o polimorfismo -308 G/G do gene do TNF-
a possa estar associado com a infecgao genital por tipos oncogénicos de HPV e com lesdes de baixo

grau (LGSIL)

Palavras-Chave: TNF-a, polimorfismo TNF-a (-308), lesdes cervicais, HPV-AR.
105



Abstract

Background: The tumor necrosis factor (TNF-a) is a cytokine belonging to Class Th1, involved
in inflammatory response, anti-viral and anti-tumor. In HPV infection, the TNF-a can reduce the levels
present intralesional, depending on the type of aggression and infecting virus.

Objective: To evaluate the association of this polymorphism in the promoter region (-308) of
the TNF-a gene with genital HPV infection, including oncogenic types (HPV-16, -18 e -31).

Material and method: A case-control study was performed. The case group included 84 HPV
positive women with abnormal anatomopathological results. The control group included 203 healthy
women, which were HPV negative and had a normal cytology. The amplification refractory mutation
system (ARMS-PCR) technique was applied to identify the -308 A/G polymorphism of the gene TNF-a.
The characterization of the virus in oncogenic types (HPV-16, -18 -31) was performed by the
technique of PCR with primers for the region E6 and E7 viral genome.

Multiple logistic regression was used to verify the association between the study factors and the
outcome (genital infection by HPV). The Hardy-Weinberg equilibrium was used to verify whether the
observed allelic and genotypic frequencies were according with the expected in the studied
population.

Results: The homozygosity of the G allele (GG genotype) was found in higher frequency in
cases (36.9%), followed by 35.7% of the genotype AA and 27.4% of genotype AG. There were
significant differences between groups, both for the allelic frequency (p<0.0002) and to the genotypic
(p<0.0001). Our results suggest an association between GG genotype with oncogenic type HPV-16
(p<0.05), the HIV virus co-infection (p<0.001) and LGSIL (p<0.01). The variables age (OR=3.46;
95%IC: 1.89-6.33), genotypes AG (OR=9.21; 95%IC: 4.29-19.75) and AA (OR=2.73; 95%IC: 1.25-

6.00) remained independently associated to the outcome (genital HPV infection).

Conclusion: The results suggest that the -308 G/G polymorphism of TNF-a gene may be
associated with high-risk genital HPV infection and low-grade lesions (LGSIL). The variables age
(OR=3.46; 95%IC: 1.89-6.33), genotypes AG (OR=9.21; 95%IC: 4.29-19.75) and AA (OR=2.73;

95%IC: 1.25-6.00) remained independently associated to the outcome (genital HPV infection).

Keywords: TNF-a, TNF-a (-308) polymorphism, cervical lesion, HR-HPV.
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Introdugao

A infecgdo genital pelo Papilomavirus Humano (HPV), em especial pelos tipos oncogénicos
HPV-16 e -18 é o principal fator etioldgico para a transformagao maligna de células cervicais! 2. Mas
ja esta bem estabelecido que somente a infecgéo viral ndo é suficiente para o desenvolvimento do
cancer cervical, estando outros fatores envolvidos no processo carcinogénico[3‘ X Alguns estudos
epidemiologicos associam a predisposicdo genética ao cancer, fatores comportamentais e

imunoldgicos como sendo co-fatores que possam atuar juntamente com a infecgdo viral® *.

A resposta imune no epitélio cervical exerce um importante papel na patogénese do cancer de
colo uterino. Muitas citoquinas que modulam o controle imunolégico estdo relacionadas com o
desenvolvimento desta patologia, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), uma citoquina pro-
inflamatéria importante na resposta imune que é secretado por macréfagos ativados. Ha dois tipos de
polimorfismos descritos no gene do TNF-a. Um deles ocorre dentro da regido promotora (-308 e -238)

e 0 outro na regido codificante (+498) °.

Estudos sugerem que a citoquina TNF-a induz a carcinogénese através da proliferagéo,
invasdo e metastases de células tumorais®® ". A habilidade de produzir baixo, médio e alto nivel de
TNF-a é geneticamente determinada e o desenvolvimento do tumor esta intimamente relacionado
com a capacidade de o hospedeiro produzir altos niveis desta citoquina. Muitos estudos tém
investigado a associagao entre o efeito do polimorfismo -308A/G na regido promotora do TNF-a e o

cancer cervical, mas os resultados tém sido contraditérios!” & % 1%,

Um estudo realizado por Kirkpatrick et al (2004) com mulheres britanicas e diagnosticadas com
lesbes intra-epiteliais cervicais, observou uma freqiiéncia significativamente aumentada do gendtipo
secretor GG (nivel baixo de citocina) entre todas as lesbes presentes, particularmente entre as

LGSIL, comparadas ao grupo controle.

Baseado nas evidéncias de que variantes genéticas na regido promotora deste gene possam
estar envolvidos na carcinogénese, investigamos uma possivel associagdo entre o polimorfismo
bialélico (-308A/G) na regido promotora usando a técnica ARMS-PCR e a presencga de infecgcao

genital pelo HPV, incluindo os tipos oncogénicos HPV-16, -18 e -31.
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Materiais e Métodos

Delineamento do Estudo e Populagao

Trata-se de um estudo de casos e controles. O desfecho considerado para este estudo foi a
infeccao genital pelo HPV. Fazem parte do estudo uma amostra de mulheres que participaram de um
estudo de Coorte, realizado no periodo de Fevereiro de 2003 a Dezembro de 2006"", em Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Essas mulheres procuraram atendimento na Unidade de Atencao
Primaria Jardim Leopoldina, pertencente ao Servigo de Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar
Conceigao (Porto Alegre/RS) para a realizagdo do exame citpatoldgico (preventivo) de colo uterino.
Todas as mulheres no momento da entrada no estudo ndo apresentavam queixas e/ou relatos

ginecoldgicos.
Todas as participantes assinaram um Termo de Consentimento Informado.

Definicao de Casos: foram considerados casos todas as mulheres desta base de dados que
apresentavam infeccao genital pelo HPV, detectadas através da técnica de PCR e com resultado

anatomopatoldgico alterado. Um total de 84 foi considerado o grupo de casos.

Definicdo de Controles: foram considerados potenciais controles as mulheres que eram HPV
negativas e com resultado citoldgico sem alteragbes. Foram selecionados de forma consecutiva 203

mulheres para o grupo controle.

Todas as mulheres elegiveis nesse estudo, tanto para o grupo de casos como para o grupo de
controles preencheram os critérios acima, considerando uma proporgdo de 3 controles para cada

caso (3:1), conferindo um poder de 80,0%.

Amostras de lavado cérvico-vaginal para a pesquisa de DNA viral e humano foram obtidas
durante a coleta do exame citopatolégico. Informagdes sobre as participantes e dados laboratoriais
(citopatoldgico, colposcopia e anatomopatolégico) foram extraidos da base de dados do estudo de

coorte. O protocolo de extracdo de DNA utilizado foi descrito por Bauer'? e Coutlée!™.
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Detecgao de DNA-HPV-AR

As amostras cervicais foram obtidas utilizando escovas (cytobrush) e o material foi
acondicionado em solugao salina de Tris-EDTA (TE 1x pH 8,0), submetidos a refrigeracdo de -20°C

até o momento da extracdo de DNA.

Apds o protocolo de extracgo!'® ™

, 0 DNA foi submetido a amplificacdo para os tipos virais
oncogénicos tipos -16, -18 e -31 com primers especificos para a regido E6 e E7 do genoma viral,

segundo Jacobs et al (1997)"".

Genotipagem Citoquina TNF-a -308A/G

A deteccdo dos alelos A ou G na posicao -308 na regidao promotora do gene do TNF-a foi
realizada pela técnica de ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System), descrita por

Perrey!"®. A seqliéncia de primers utilizados na reagdo de PCR foram os seguintes:

TNF- a (-308) Primer Genérico (antisense): 5'-tctcggtttcttctccateg-3’
TNF-a (-308) Primer G (sense): 5’-ataggttttgaggggcatgg-3’
TNF-a (-308) Primer A (sense): 5’-aataggttttgaggggcatga-3’

O tamanho do produto amplificado é de 184 pb.

Nas reacdes de PCR para cada alelo investigado, foram utilizados primers de controle interno

para cada reagao.

Primer de controle interno 1: 5’-gccttcccaaccattccctta-3’

Primer de controle interno 2: 5’-tcacggatttctgttgtgtttc-3’

O tamanho do produto amplificado & de 429 pb.

As reagbes foram realizadas em volume final de 25 pl, contendo 2,5U da enzima Taq DNA
polimerase (Invitrogen), primers na concentracao de 50 ng/ yl cada, 150 mM de Mg Cl, 200 mM de

dNTP (Invitrogen),1,5 pl de DNA e H,O g.s.p.
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As reacdes de amplificagcdo do DNA foram realizadas no termociclador MJ Research PTC 96.
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampéo de

TEB 1X, contendo 0,5 mg/mL de Brometo de Etidio e visualizados sob luz ultravioleta (UV).

Analise Estatistica

O Teste de Homogeneidade (xz de Pearson) foi utilizado para comparagdo das variaveis
categoricas com a presenga ou auséncia do desfecho (infecgdo genital pro HPV); e o teste t de
student ou Mann-Whitney, para comparar as variaveis continuas com a presenca ou ndo do desfecho

infeccao genital por HPV). O nivel de significancia de 5% foi utilizado nos testes de hipoteses.
g g

A Razao de Chances (RC) foi estimada para as analises uni/bivariadas e multivariadas, através

do método de Regressao Logistica.

O software SPSS® (versao 16.0)'® foi utilizado para estas analises!®.

O célculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado a partir do software GraphPad Instat®
(v. 3.06)“7] e utilizado para verificar se as freqiiéncias alélicas e gentotipicas observadas estdo de

acordo com as frequéncias esperadas na populagdo em estudo.

Resultados

Caracteristicas da Populagcdo em Estudo

As caracteristicas sécio-comportamentais da populagdo estudada encontram-se descritas na
Tabela 1. Observaram-se diferencas significativas entre casos e controles em relagdo a média de
idade (p<0,001) e paridade (p<0,001). Houve uma significancia limitrofe com a idade na primeira
relacao sexual (p=0,06), co-infeccdo por HIV (p=0,07) e numero de parceiros sexuais na vida

(p=0,07).
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Polimorfismo -308 no gene TNF-a

Entre os casos, a homozigosidade do alelo A (AA), que confere um status elevado de produgao
do TNF-q, foi de 35,7%; a heterozigosidade (AG) foi de 27,4% e a homozigosidade do alelo G (GG),
status de baixa produgéo, foi de 36,9%. As frequéncias alélicas foram de 51,0% para G e de 49,0% A.

Entre os controles, a freqiéncia genotipica foi de 22,2% (AA), 69,5% (AG) e 8,4% (GG). As
frequiéncias alélicas foram de 43,0% para G e de 57,0% A (Tabela 2).

Houve diferenca significativa entre os grupos estudados, tanto para a freqiéncia alélica

(p<0,0002) quanto para a genotipica: AA (p=0,03), AG e GG (p<0,0001).

Freqiiéncias do polimorfismo TNF-a e lesbes cervicais

Neste estudo, 72,2% dos casos apresentavam lesdes escamosas intra-epiteliais de baixo grau
(LGSIL) e 27,8% lesdes de alto grau (HGSIL).

A Tabela 2 mostra as freqliéncias do polimorfismo na posi¢ao -308 comparadas entre mulheres
com citologia normal e mulheres com diferentes graus de lesdes cervicais. Foi observada associagao
positiva estatisticamente significativa do fenétipo -308/GG (baixo nivel secretor) com as lesbes
cervicais, quando comparada ao grupo de mulheres com citologia normal (p=0,017).

Com relagdo aos resultados do exame anatomopatoldgico, 36,8% dos casos com lesdes LGSIL
e 31,8% com HGSIL eram portadoras do genotipo AA enquanto que, 28,1% dos casos com LGSIL e
59,1% das HGSIL eram portadoras do genotipo GG. Foi observada associacdo significativa dos

genotipos com as lesdes LGSIL quando comparada as lesées HGSIL (p=0,01) (Figura 1).

Freqiiéncia dos Tipos Oncogénicos HPV-16, -18 e -31

Das 84 mulheres infectadas pelo HPV, 41,6% apresentaram algum tipo oncogénico de HPV.
Destas, 23,6% foram positivas para HPV-16, seguida pelo HPV-31, com 15,3% e pelo HPV-18, 9,7%.
Ao avaliar a associagao da infecgao por estes tipos oncogénicos com o polimorfismo -308 do
gene TNF-a, observou-se que o gendtipo GG esta relacionado ao HPV-16 (p=0,05). Houve uma
maior frequéncia (52,9%) do HPV-16 em relacédo ao gendtipo GG; do HPV-18 e -31, com o gendétipo

AA (42,9%) e (54,5%), respectivamente (Figura 2).
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Polimorfismo TNF-a e Caracteristicas Sécio-Comportamentais

Na analise multivariada, através de Regressao Logistica, observou-se uma associagao
independente das variaveis idade (RC=3,46; 1C95%:1,89-6,33), os gendtipos AA (RC=2,73;

IC95%:1,25-6,00) e AG (RC=9,21; IC95%:4,29-19,75) com o desfecho (infecgao genital por HPV).

Discussao

Nesse estudo, avaliamos o polimorfismo -308 do gene TNF-a como uma citocina que possa
influenciar na resposta para a infeccao por HPV de alto risco, atuando como fator anti-tumoral
(regressao de lesbes cervicais) ou como um precursor para a progressdo de HGSIL para o cancer
cervical.

A maioria de nossos casos eram portadoras do gendtipo AG e GG. Em relagdo as lesdes
LGSIL e HGSIL, o gendtipo AA também foi representantivo. Nas HGSIL, em 59,1% dessas esta
presente o genotipo GG.

Diversos estudos tém investigado as possiveis contribuicdes dos polimorfismos das citocinas e
a prevaléncia de cancer cervical, bem como a associagdo com tipos oncogénicos virais®® '% 2> 21
entretanto, apenas alguns estudos tém avaliado a associagédo entre o polimorfismo -308 TNF-a e
lesdes cervicais entre mulheres portadoras do HPVE! 22,

Kirkpatrick et al (2004), em seu estudo com mulheres britanicas e diagnosticadas com lesdes
intra-epiteliais cervicais, observou uma frequiiéncia significativamente aumentada do gendtipo secretor
GG (nivel baixo de citocina) entre todas as lesbes presentes, particularmente entre as LGSIL,
comparadas ao grupo controle®®?. Nossos resultados corroboram com esses achados de Kirkpatrick
et al (2004) e com os dados de Fernandes et al (2008), com 78,6% de frequéncia deste haplétipo nos
casos!".

Duarte et al (2005) em seu estudo caso-controle, observou que o gendtipo AA, raro haplétipo
na populagéo, foi mais freqlente nos casos (29,2%) do que nos controles (18,0%)[6]. Estes achados
também corroboram com os dados encontrados no presente trabalho, no qual o grupo de casos

apresentou 35,7% do gendtipo AA, e o grupo controle, 22,2%. Em relagdo as lesdes cervicais, esse

haplétipo (AA) esteve presente em 36,8% das LGSIL e em 31,8% das HGSIL.
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O alelo A foi o mais frequiente entre os casos. As mulheres com infecgdo por HPV tém em torno
de 2,7 vezes a chance de serem portadoras do alelo A quando comparadas aos controles (AA;
RC=2,73; 1C95%:1,25-6,00). Os casos também apresentaram 9,2 vezes a chance de serem
portadores dos alelos combinados (A/G) quando comparados aos controles (AG; RC=9,21; IC95%:
4,29-19,75).

Duarte e colaboradores (2005) sugerem que o polimorfismo -308A possa representar um
aumento no risco para a progressado de cancer cervical, pois a frequéncia desse alelo € maior nas
mulheres com cancer do que no grupo controle®.

Segundo Balasubramanian et al (2002), o risco associado ao desenvolvimento de lesées com o
aumento nos niveis de TNF-a pode ser devido ao fato de que esta citocina é considerada um
potencial indutor do fator de crescimento vascular endotelial (vascular endotelial growth factor),
promovendo a angiogénese — formacgéo de novos vasos sanglineos — no local da inflamagéo. Este
processo aumenta a probabilidade de crescimento e disperséo de células malignas (metéstase)[23].

O alelo A induz a capacidade geneticamente programada de produzir altos niveis de TNF-q, e
esta, atuando sozinha, ndo consegue exercer efeito citotdxico nas células infectadas pelo HPV#?,

Muitos estudos tém reportado que a infecgéo persistente por tipos oncogénicos (HPV-16, -18, -
31 e -45) produz uma inflamagao crénica no epitélio cervical, envolvendo a resposta imune n&o-
especifica do hospedeiro®* %> #!, |sto inclui a liberagdo de citocinas no local da infecgdo, fornecendo
um crescimento preferencial vantajoso para células cervicais anormais in vivo™.

Pelo fato do gene TNF-a ser particularmente dificil de ser estudado isoladamente, pois faz
parte de um complexo da classe Il do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) e pode ser
influenciado por outros genes, o efeito desta citocina tem sido relatado de forma controvérsa na
literatura. Segundo Eksteen et al (2001), o gene do TNF-a pode atuar como fator necrético de
tumores, promotor do comportamento tumoral, bem como relativa protecdo contra a progressao de
LGSIL a HGSIL®".

Stanczuk et al (2003) ndao encontrou diferengas significativas na distribuicdo dos niveis de
produgéo (baixa, média e alta) desta citocina entre mulheres com cancer e mulheres saudaveis®.
Govan et al (2006), corroborando com os achados de Stanczuk, também n&o observaram relagao

entre o polimorfismo -308 TNF-a e o desenvolvimento de cancer cervical, em mulheres do Sul da

Africal®®. Entretanto, alguns estudos discordam com estes achados. Segundo Ghaderi et al (2002) e
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Calhoun et al (2002), os dados encontrados sugerem que o polimorfismo -308 TNF-a aumenta
significativamente a susceptibilidade a neoplasia intraepitelial cervical grau | (NIC 1)1 1%,

Segundo Bachmann et al (2002), o TNF-a atua fortemente no controle imunolégico das
displasias cervicais entre mulheres infectadas com HPV-AR-16 e -18%. Kirkpatrick e colaboradores
(2004), avaliando a frequéncia do polimorfismo -308 TNF-a e a presenga de tipos oncogénicos de
HPV observaram que a maioria dos casos com algum tipo de infecgcdo por HPV-AR, 74,0%

apresentaram o fenétipo de baixa secregdo da citocina (gendtipo GG)[ZZ]

. No presente estudo,
observou-se uma associagao significativa ente o genétipo GG e a infecgdo por HPV-AR-16.

Segundo Fernandes et al (2005), a infecgdo pelos tipos oncogénicos HPV-16 e HPV-18
predispde ao predominio de citocinas do padrao Th2 (IL-10), mostrado pelo aumento nos niveis
intralesionais da IL-10 e redugédo de IFN-y e TNF-a (padrdo Th1), respectivamente. A infecgédo pelo
HPV-18 parece ser mais agressiva do que pelo HPV-16, sendo que as casos infectadas pelo tipo viral
18 mostraram redugéo dos niveis intralesionais de citocinas do padrdo Th1 (IFN-y e TNF-cx)[3°].

Com relacdo a infeccdo por HIV, ha poucos estudos na literatura que descrevem esta
associacgo™” *'!. A infeccdo pelo HIV propicia uma inadequada resposta imune local com a mudanca
do padréo de agao das citocinas Th2, pois ocorre uma disfuncédo do sistema imune, reduzindo o
numero de linfocitos T-CD4" e uma reversao na razao de CD4: CD8P".

Estas alteragdes predispbem a mulher a progressdo de lesbes cervicais de alto grau e
conforme a gravidade da lesdo, menor o numero de células CD4"™®"! No presente estudo, verificou-se

uma associagao entre mulheres HIV positivas e o polimorfismo -308 do gene do TNF-a, e observou—

se que o gendtipo GG parece estar relacionado a esta infecgao.
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Conclusao

Face aos dados apresentados sobre a associagao da infecgdo pelo HPV com o cancer cervical
e a escassez de estudos que abordassem a importancia do sistema imune no desenvolvimento de
lesbes cervicais, pode-se sugerir que o polimorfismo -308 no gene do TNF-a poderia estar associado
a infecgao genital por tipos oncogénicos de HPV, bem como as lesdes cervicais provocadas por esta
infeccao.

As limitagbes que devemos considerar em nosso estudo foram devidas ao pequeno numero de
casos de mulheres com lesdes graves (NIC lll e cancer), pois a extracdo de DNA de bidpsias de
amostras cervicais em blocos de parafina € considerada um procedimento laborioso e, geralmente,

ndo se obtém resultados satisfatorios.
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Tabela 1. Distribuicao das variaveis sécio-comportamentais de acordo com o grupo de

mulheres arroladas no estudo.

Controles Casos
Variaveis (n=203) (n=84) Valor de p
Cor da Pele

Branca 84,2% 77,4%

Nao-branca 15,8% 22,6% 0,22*
Idade (média em anos e DP) 44,3 (11,6) 35,7 (13,7) <0,001**
Escolaridade

Até 1°. Grau Incompleto 30,2% 24.4%

De 1°. Grau Completo a 2°. Grau Incompleto 35,6% 30,5% 0,22

De 2°. Completo a 3°. Grau Completo 34,2% 45,1%

Infecgdo por Chlamydia
Sim 5,1% 7,2% 0,58*
N&o 94,9% 92,8%

Fumo
Sim 23,4% 28,6% 0,43*
Nao 76,6% 71,4%

Uso de Contraceptivo oral
Sim 95,4% 100,0% 0,12
Néo 4,6% 0,0%

Co-Infecgao pelo HIV

Sim 0,5% 3,6% 0,07

Nao 99,5% 96,4%

Sexarca (média em anos e DP) 19,4 (4,2) 18,4 (4,1) 0,06**
Parceiros Sexuais na Vida (média e DP) 4 (4,0) 6 (13,0) 0,07**
Paridade (média e DP) 1,7 (1,4) 2,8 (1,6) 0,01**

* Teste de Homogeneidade (. ;(2 de Pearson);

** Valores de p para testes t-Student ou Mann-Whitney; DP: desvio padrao.
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Tabela 2. Frequiéncia alélica e genotipica de TNF-a no grupo de casos e controles.

Controles Casos *

Variaveis (n=203) (n=84) P
Gendétipo

AA 45 (22,2%) 30 (35,7%) 0,03

AG 141 (69,5%) 23 (27,4%) <0,0001

GG 17 (8,4%) 31 (36,9%) <0,0001
Freqiiéncia Alélica

A 57,0% 49,0%

G 43,0% 51,0% <0,0002

* Teste de Homogeneidade (. ;{2 de Pearson);

Tabela 3. Distribui¢cdo da frequéncia genotipica entre mulheres com citologia normal, LGSIL e HGSIL.

Citologia Normal SLGSIL* ‘HGSIL*

Variaveis (n=203) (n=57) (n=22) Valor de p
Polimorfismo TNF-a (Fenétipo Secretor)
AA/AG (Alto) 186 (83,8%) 41 (71,9%) 9 (40,9%) 0,02
GG (Baixo) 17 (8,4%) 16 (28,1%) 13 (59,1%) 0,02

* Teste de Homogeneidade (. 12 de Pearson);
Y LGSIL - Low Grade Squamous Intraepithelial Lesion (Lesdo Escamosa Intra-Epitelial de Baixo Grau):

ASCUS, AGUS e NIC I
“HGSIL - High Grade Squamous Intraepithelial Lesion (Lesdo Escamosa Intra-Epitelial de Alto Grau): NIC I,

NIC Il e Cancer Invasor.
** N amostral LGSIL e HGSIL = 79 (foram excluidas da andlise as mulheres para as quais ndo foi possivel

realizar a tipagem para o polimorfismo -308 TNF-«). Dos 84 casos presentes nesse estudo, somente 79

foram analisados, devido ao insuficiente material cérvico-vaginal,
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Tabela 4. Razbes de Chance (RC) Brutas e Ajustadas das Variaveis estudadas em relagao a
infeccao genital por HPV

Variaveis RCbruta (1C95,0%)* RCajustado (1C95,0%)**

Grupo Etadrio (em anos)

<34 4,76 (2,76-8,26) 3,46 (1,89-6,33)

> 35 (Ref.) 1,0 1,0
Cor

Branca (Ref.) 1,0 1,0

Nao Branca 1,5 (0,83-2,92) 1,77 (0,85-3,69)
Fumo

Sim 1,31 (0,74-2,30) 1,02 (0,51-2,06)

Nao (Ref.) 1,0 1,0
Sexarca

<20 1,44 (0,83-2,48) 1,30 (0,67-2,53)

>20 (Ref.) 1,0 1,0
Parceiros Sexuais na Vida

< 3 (Ref.) 1,0 1,0

>3 1,42 (0,83-2,44) 1,01 (0,52-1,96)

Uso de Anticoncepcional Oral***
Sim

0,72 (0,67-0,77)

Nao (Ref.) 1,0 1,0
Infecgao por HIV****

Sim 7,94 (0,82-76,92) -

N&o (Ref.) 1,0 1,0

Gendtipos TNF-a

AA 1,95 (1,12-3,40) 2,73 (1,25-6,00)
AG 6,03 (3,43-10,61) 9,21 (4,29-19,75)
GG 6,41 (3,29-12,5) 1.0

* RC brutas; ** RC ajustadas para todas as varidveis no modelo.

*»* A varidvel Uso de Contraceptivo Oral foi excluida do modelo de regressdao devido a pequena
diferenca (4,6%) existente entre casos e controles que utilizavam este método.

***A variavel Infecgao por HIV foi excluida do modelo de regressdo devido ao pequeno numero de

mulheres portadoras (n=4), ndao sendo possivel realizar a modelagem.
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Figura 1. Distribuicdo do polimorfismo -308 TNF-a de acordo com os

anatomopatolégicos (LGSIL e HGSIL).

resultados
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Figura 2. Distribuicdo dos tipos oncogénicos HPV-16, -18 e -31 de acordo com o polimorfismo -308
TNF-a. Foi observada associagao significativa entre HPV-16 com o gendtipo GG (xz; p=0,05); os tipos

HPV-18 (p=0,96) e HPV-31 (p=0,33) ndo apresentaram associagao significativa com o polimorfismo
estudado.
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CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano é a doenga sexualmente infecciosa que mais acomete
a populacdo jovem sexualmente ativa. Embora seja uma infecgdo assintomatica na maioria dos
casos, o cancer cervical ainda constitui um sério problema de Saude Publica, mundialmente.

O cancer de colo uterino é responsavel por quase 260.000 mortes anualmente, sendo que
80,0% dessas ocorrem em paises em desenvolvimento. A infeccdo persistente por alguns tipos de
HPV oncogénicos (16, 18, 31 e 33) ja esta estabelecida como a principal causa da transformagéao
maligna de lesdes no colo uterino.

No presente estudo, a frequiéncia de infecgdes por HPV-AR (alto risco) foi de 23,6% para HPV-
16; 15,3% HPV-31 e 9,7% HPV-18, sendo que 41,0% dos casos apresentavam co-infecgdo com mais
de um tipo viral.

Diversos fatores estdo associados a infecgdo pelo HPV. Dentre estes, podemos ressaltar a
idade precoce da primeira relagdo sexual, o elevado numero de parceiros sexuais na vida, o
tabagismo, uso continuo de contraceptivo oral e fatores genéticos relacionados a imunidade.

O Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) apresenta genes que estédo diretamente
envolvidos na infecgdo pelo HPV, proporcionando a regressdo ou a progressdo da mesma. Além
disso, existem genes da classe Il relacionados a susceptibilidade genética ao cancer cervical em
humanos.

Alguns genes como a Interleucina 10 (IL-10) e o Fator de Necorse Tumoral (TNF-a) tém
polimorfismos importantes que ja foram relatados como importantes marcadores na carcinogénese.
No presente estudo avaliamos a associacdo dos polimorfismos -1082 IL-10 e -308 TNF-a com a
infecgdo por HPV, em especial, com as lesdes cervicais.

No presente estudo, 72,2% dos casos apresentavam lesbes escamosas intra-epiteliais de
baixo grau (LGSIL) e 27,8% lesdes de alto grau (HGSIL) e a susceptibilidade ao desenvolvimento das
mesmas apresentou associagdo para o polimorfismo -1082 do gene da IL-10, sendo que em 86,0%
das HGSIL esteve presente o gendtipo GG. Observamos, também, uma associagdo do HPV-16 com
uma elevada expresséo do alelo G (94,1%), seguido do HPV-18 e -31, sugerindo que este tipo viral

possa estar influenciando os niveis desta citocina.
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Para o polimorfismo -308 do TNF-a, 36,8% dos casos com lesées LGSIL e 31,8% com HGSIL
eram portadoras do genétipo AA enquanto que, 28,1% dos casos com LGSIL e 59,1% das HGSIL
eram portadoras do genétipo GG, sendo observada associagédo significativa dos genoétipos com as
lesbées LGSIL quando comparada as lesées HGSIL (p=0,01).

E ao avaliar a associagao da infecgédo por estes tipos oncogénicos com o polimorfismo -308 do
gene TNF-a, observou-se que o gendtipo GG esta relacionado ao HPV-16 (p=0,05). Houve uma
maior frequéncia (52,9%) do HPV-16 em relagao ao gendtipo GG; do HPV-18 e -31, com o gendtipo
AA (42,9%) e (54,5%), respectivamente.

Observamos, juntamente com estes achados, associagdo do gendtipo GG com a infecgao pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (p=0,001). Todas as mulheres HIV positivas presentes no
estudo, apresentaram este haplé6tipo. Mulheres com idade menor a 35 anos apresentaram associagao
com os gendtipos AA (p=0,02), AG (p<0,001) e GG (p=0,003). A atividade sexual iniciada anterior aos
20 anos de idade também foi associada aos gendtipos AG (p=0,01) e GG (p=0,03). Em relagéo ao
fumo, a maioria dos casos fumantes (71,7%) apresentou o gendétipo AA (p=0,05).

As limitagbes que devemos considerar em nosso estudo foram devidas ao pequeno numero de
casos de mulheres com lesdes graves (NIC Il e cancer), pois a extracdo de DNA de bidépsias de
amostras cervicais em blocos de parafina é considerada um procedimento laborioso e, geralmente,
n&o se obtém resultados satisfatorios.

Apesar de haver poucos trabalhos na literatura relacionados a imunogenética do céncer
cervical, e esses ainda sugestionarem de forma contraditéria o papel desses polimorfismos, nossos
achados reafirmam a importancia de aprofundar mais estudos com estas citocinas, avaliando estes
como possiveis marcadores para a predisposigéo ao cancer.

Dessa forma, é possivel sugerir que o conhecimento de polimorfismos relacionados a lesdes e
ao cancer do colo uterino pode auxiliar no entendimento da variabilidade genética das populacdes e
no desenvolvimento de métodos de prevencdo, como novas vacinas e de programas de vigilancia

epidemioldgica para o controle das Doengas Sexualmente Infecciosas (DSI).
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INTRODUGAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus de DNA da familia Papillomaviridae que foi descrito
pela primeira vez em 1954. Atualmente, o HPV é a infecgéo viral sexualmente transmissivel mais
freqliente, atingindo cerca de 10,0 a 12,0% das mulheres com vida sexualmente ativa (CARVALHO,
2000; NAUD, 1993). Em relagdo as mulheres jovens, entre 20 e 29 anos, sua prevaléncia é ainda
maior, de 20,0 a 40,0% (FERREIRA, 2003).

Ja foram descritos mais de 100 tipos virais que sao classificados em HPV de alto e baixo risco
de acordo com a frequéncia em que aparecem associados a processos cancerigenos, e, portanto,
divididos de acordo com seu potencial oncogénico. O grupo considerado de baixo risco inclui os tipos
HPV 6, 11, 26, 42, 44, 54, 70 e 73, os quais sao encontrados, na maioria das vezes, em verrugas
genitais e na regido anogenital que parecem nao oferecer nenhum risco de progressédo para a
malignidade. O grupo que representa alto risco inclui os tipos HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55,
56, 58, 59, 66 e 68 e estédo relacionados com o desenvolvimento de carcinoma cervical (BIBBO &
SILVA FILHO, 1998; HAUSEN, 2000; VARGAS & DALLA CORTE, 2002; SILVA et al, 2006).

O cancer de colo do utero é a terceira neoplasia maligna mais comum entre as mulheres, sendo
superado pelo cancer de pele e pelo cancer de mama, estando entdo entre as principais taxas de
incidéncia e mortalidade no pais (INCA, 2008).

Estima-se que a incidéncia em escala mundial seja cerca de 500.000 casos por ano, sendo a
patologia responsavel por 15,0% de todas as neoplasias invasoras diagnosticadas em mulheres.
Constitui-se um dos mais graves problemas de saude publica, especialmente para os paises em
desenvolvimento, dentre os quais o Brasil, onde se estima que cerca de 40.000 casos novos surjam
anualmente (SILVA et al, 2005).

Outros fatores restritos ao hospedeiro, tais como regulagdo hormonal, resposta imune e
predisposi¢cdo genética também tém sido relacionados ao cancer cervical (BURGER et al, 1993;
PROKOPCZYK et al, 1997).

A investigagédo de fatores genéticos ligados a imunidade é essencial para o entendimento das
associagdes do virus com as células do hospedeiro. Estudos demonstram uma relagéo da atuagao do
virus do HPV de alto risco no hospedeiro levando ao desenvolvimento de lesbGes pré-malignas e
também uma forte influéncia de fatores imunoldgicos e genéticos que impegam a agéo viral

(HILDESHEIM & WANG, 2002; MACIAG et al, 2000).
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A resposta imune do hospedeiro € um fator determinante no processo de evolugao da infeccao
viral e no desenvolvimento neoplasico. Eles podem estar relacionados a ativagdo do sistema
imunolégico ou a composi¢cao genética do hospedeiro (PINTO et al, 2002).

Os genes do sistema imune desempenham uma grande importancia clinica em transplantes,
doengas auto-imunes e resposta a infecgdes, como ainda oferecem excelentes modelos para a
analise da variacdo humana e expressdo génica. Os fatores genéticos exercem um papel relevante
nao apenas na resposta imune normal, mas também no desenvolvimento de reagdes e doencas

imunolégicas (NUSSABAUM et al, 2002).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Associar a variabilidade dos polimorfismos presentes dos genes da IL-10 e TNF-a nas regides
promotoras (-1082) e (-308), respectivamente, e correlaciona-las com os diferentes graus de lesbes

pré-malignas e malignas provocadas pela infecgéo viral.

Objetivos Especificos

- Determinar a frequiéncia de tipos de HPV de alto risco na populagdo em estudo;

- Determinar a freqUuéncia dos alelos encontrados nos polimorfismos dos genes do

IL-10 (-1082) e TNF-a (-308) na populagao em estudo e na populagéo normal;

- Relacionar os polimorfismos encontrados com os tipos de HPV e com os diferentes graus de

lesdes cervicais.
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JUSTIFICATIVA

Em todo o mundo, a incidéncia e a mortalidade do cancer cervical apenas sédo superadas pelos
indices de cancer de mama, ocupando o sétimo lugar em mortalidade na populagao total e o terceiro
entre as mulheres (JANICEK & AVERETTE, 2001).

As lesdes precursoras do cancer de colo uterino sdo de grande interesse cientifico, devido ao
grande numero de casos registrados mundialmente todos os anos. No Brasil, a estimativa que foi
apresentada para o ano de 2006 mostrou 19.000 casos, com um risco estimado de 20 casos a cada
100 mil mulheres; no Rio Grande do Sul, para este mesmo ano, 3.840 casos foram registrados, e na
capital, a estimativa foi de 570 casos de cancer do colo uterino (INCA, 2006). Para o ano de 2008, as
estimativas do INCA para o Brasil € de 18.690 casos, novos, com um risco estimado de 19 casos a
cada 100 mil mulheres (INCA, 2008).

Os tipos de HPV de alto risco -16 e -18 estdo presentes em cerca de 93,0% dos tumores
malignos cervicais investigados em diferentes locais do mundo, demonstrando o importante papel
desses tipos oncogénicos na formagao de neoplasias cervicais (LORENZATO et al, 2001).

O HPV-16 é um dos tipos de alto risco mais frequente entre as mulheres, e também o mais
comum entre os casos de cancer cervical, com taxas de 23,4% nas mulheres, sendo ainda maior em
adolescentes com idade média de 16-20 anos (HO et al, 1998; LIAW et al, 1999; RABELO et al,
2003). O subtipo do HPV-18, também classificado de alto risco, apresenta uma prevaléncia de 7,3%
em mulheres com idade em torno dos 16 anos e 7,2% em mulheres com idade ao redor de 25 anos
(BASEMAN et al, 2005).

Atualmente, a investigagdo de fatores genéticos ligados a imunidade é essencial para o
entendimento das associagdes do virus com as células do hospedeiro. Entretanto, os mecanismos
exatos que disparam essa resposta imune eficiente contra lesbes relacionadas ao HPV ainda n&do séao
totalmente conhecidos.

A investigagédo de fatores genéticos ligados a imunidade é essencial para o entendimento das
associagdes do virus com as células do hospedeiro. Entretanto, os mecanismos exatos que disparam
essa resposta imune eficiente contra lesdes relacionadas ao HPV ainda ndo sao totalmente

conhecidos.
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METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE AGAO

Delineamento

Trata-se de um Estudo Transversal envolvendo mulheres assintomaticas de uma area
populacional assistida pela Unidade de Atengao Primaria Jardim Leopoldina, pertencente ao Servigo
de Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar Concei¢gdo (SSCGHC), localizado na Zona Norte de Porto
Alegre.

Esse trabalho é parte do projeto “Associacédo entre a variabilidade do gene HLA classe | e o
desenvolvimento de lesdes cervicais pré-malignas relacionadas ao HPV” (Protocolo n°.
25.70.06.0401), do grupo de pesquisas em Bioanalises, ja aprovado pelo Comité de Etica da Feevale.
O referido projeto também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar

Conceigéo (CEP — GHC) sobre o protocolo n°. 112/2002 (Anexo I).

Amostras

As amostras selecionadas para a analise pertenceram a um estudo de coorte realizado no
periodo de fevereiro de 2003 a abril de 2005. Foram convidadas a participar do estudo, mulheres
selecionadas aleatoriamente, que atenderam os critérios de elegibilidade e concordaram em participar
do estudo proposto assinando um Termo de Consentimento e respondendo um questionario
epidemiolégico padronizado (Anexos Il e lll). Para ser elegivel a paciente deve pertencer a area
geografica acima descrita, deve ter iniciado vida sexual e ndo deve ter diagndstico prévio de cancer
de colo uterino.

Serdo analisados dois grupos: um grupo controle de mulheres com resultado negativo para
HPV pelo teste de PCR e resultado normal para o teste citopatolégico e um segundo grupo de
mulheres HPV positivo e exame citopatoldgico alterado, em amostras de lavado cérvico-vaginais e

em bidpsias.
Amostras de lavado cérvico-vaginais

As amostras de lavado cérvico-vaginais para a pesquisa de DNA-HPV foram coletadas da

ectocérvice previamente higienizada com gaze para remogédo do excesso de muco e realizada a
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coleta de trés swabs, utilizando a escova citoldgica (cytobrush), para a obtengdo de uma quantidade
representativa de células.

Um dos swabs foi utilizado na analise microscopica direta de microorganismos. Apds a analise
direta, foi coletado o préximo swab para transferéncia do material a uma lamina estéril, para
realizagdo do exame de rotina de Papanicolaou; e o terceiro swab foi imerso em 2mL de meio de
transporte TE (10mM Tris-HCL Ph 8,5; 1mM EDTA) para a realizagdo da andlise molecular do virus
através da PCR.

O transporte das amostras foi realizado em condigées de baixas temperaturas e logo depois,

foram conservadas a temperatura de -20°C até o momento da extragéo.

Amostras parafinizadas

Os casos que apresentaram resultados positivos para DNA-HPV no teste de PCR e/ou exame
citopatologico alterado foram encaminhadas ao exame colposcopico. Se o resultado deste exame
apresentasse alteragdes, a paciente era submetida a realizagcao de bidpsia e o material encaminhado
para o Setor de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) para o processo de
parafinizagdo e analise. Os procedimentos de exame colposcopico e bidpsia foram realizados na

propria Unidade de Saude do Jardim Leopoldina.

Extracdes de Material Bioloégico

As extragdes serdo realizadas de acordo com protocolos descritos na literatura.

Extracdo de DNA das amostras de lavado cérvico-vaginais
O protocolo de extracdo de DNA em amostras cérvico-vaginais encontra-se no anexo |V

anteriormente descrito por Bauer et al (1993) e Coutlée et al (2002).

Extragdo de DNA das amostras parafinizadas
O protocolo de extragdo das amostras parafinizadas encontra-se no anexo V determinado a

partir dos estudos realizados pelos autores Coura et al (2005) e Miller et al (1988).

Reacao de Amplificagédo (PCR)
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O trabalho sera desenvolvido no laboratério de Biologia Molecular do Centro de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CDCT) localizado na Fundagao Estadual de Produgéo e

Pesquisa em Saude (FEPPS), em Porto Alegre.

O DNA das amostras clinicas sera submetido a amplificagdo pela metodologia de ARMS — PCR

(Amplification Refractory Mutation System), uma técnica muito utilizada para determinar varios tipos

de polimorfismos nos diferentes alelos dos genes da IL-10 e TNF-a. Acredita-se que esta metodologia

tenha muitas vantagens, além de ser precisa, rapida e confiante para a determinagao de gendtipos de

um grande nimero de amostras de DNA para os diversos polimorfismos de citocinas (PERREY et al,

1999).

A técnica também apresenta beneficios em estudos de susceptibilidade e/ou progndstico de

doencgas genéticas. Sera utilizado no presente estudo para o polimorfismo da IL-10 -1082(A/G) e para

TNF-a -308(A/G) as sequiéncias de primers a seguir:

IL-10 (-1082) Primer Genérico (antisense):
IL-10 (-1082) Primer G (sense):
IL-10 (-1082) Primer A (sense):

O tamanho do produto amplificado sera de 258 pb.

TNF-a (-308A/G)  Primer Genérico (antisense):

TNF-a (-308A/G)  Primer G (sense):

TNF-a (-308A/G)  Primer A (sense):

O tamanho do produto amplificado sera de 184 pb.

Primer de controle interno 1:

Primer de controle interno 2:

O tamanho do produto amplificado sera de 429 pb.

5’-cagtgccaactgagaatttgg-3’
5’-ctactaaggcttctttgggac-3’

5’-actactaaggcttctttgggaa-3’

5’-tctcggtttcttctccateg-3°
5’-ataggttttgaggggcatgg-3’

5’-aataggttttgaggggcatga-3’

5’-gccttcccaaccatteectta-3’

5’-tcacggatttctgttgtgtttc-3’
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Nas reacgbes sera realizada uma reacéo de PCR para cada alelo investigado, utilizando primers
de controle interno para cada reagao.

Os produtos amplificados serdo monitorados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampéo de TEB 1X, contendo 0,5 mg/mL de Brometo de Etidio e visualizados sob luz ultravioleta

(UV).

Andlise Estatistica

Ap6s a construgédo de um banco de dados com auxilio do Software estatistico SPSS®software
(versao 17.0) serdo realizadas as seguintes analises:

- Levantamento estatistico geral dos dados epidemioldgicos e clinicos (teste do Qui-Quadrado
para dados qualitativos e teste t independente para as variaveis quantitativas).

- Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos —1082(A/G) localizado na regido
promotora do gene da IL-10 e -308(A/G) do gene do TNF-a.

- Analisar a possivel associacdo dos polimorfismos estudados com o desenvolvimento de

lesbes cervicais em mulheres em idade reprodutiva (teste do Qui-Quadrado).
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Il. Parecer do Comité de Etica do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP-GHC)

=
] [
GRUPO HOSPITALAR CONCEIGAO
l HOSPITAL N.'S. DA CONCEIGAD S.A. - CNP. 62 787.118/0001-20 - Av Francisco Tremn, 586 - F.341-1300 - Porto Alegre - RS - CEP: 81350-200
HOSPITAL DA CRIANGA CONCEGAQ - (Unidade Pediirica do Hosptal Nossa Senhora da Conceigo SA )
A HOSPITAL CRISTO REDENTOR S.A. - GNPJ 92787.126/0001-76 - Rua Domingos Rubbo, 20 - F.361-3366 - Porle Alegre - RS - CEP: 91040-000
‘ HOSPITAL FEMINA SA. - CNPJ 92,693 134/0001-53 - Rua Mostardeiros, 17 - F.314-9888 - Porto Alegre - RS - CEP. §1430-001
Vinculados 2o Minlstério da Saiide . Decreto n” 89. 24400

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO GRUPO HOSPITALAR CONCEIGAO
CEP - GHC
RESOLUGAO

Porto Alegre, 15 de janeiro de 2003.

O Comité de Etica em Pesquisa-CEP-GHC, em reunido ordinaria em 15/01/2003
analisou o projeto de pesquisa:

N° 112/2002

Titulo: A distribuicdo de papilomavirus humanos oncogénicos e sua associacéo com lesoes
do colo cervical.

Pesquisador (es): Mary Clarisse Bozzetti

Este trabalho, bem como o Termo de Consentimento livre e Esclarecido, no aspecto
ético e metodoldgico, por estarem de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras
de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo 196/96) obtiveram o parecer
APROVADO. O autor devera encaminhar relatérios semestrais sobre o andamento do
projeto. Projetos de dreas tematicas especiais ndo podem ser iniciados sem a aprovagéo da
CONEP. Apés concluséo do trabalho, o pesquisador devera encaminhar relatorio final ao
Centro de resultados onde foi desenvolvida a pesquisa e ao Comité de Etica em Pesquisa.

Dr. Mério Roberto Silveira
Coordgnador
Comité de Etica do GHC
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lll. Termo de Consentimento Informado
Titulo do Projeto: A Distribuicdo de Papilomavirus Oncogénicos e Sua Associagdo Com Lesdes do
Colo Uterino

Protocolo n°:

Financiamento: CAPES-PROF (UFRGS); FIPE/HCPA; FAPERGS; LACEN/RS.
Apoio: GSC/GHC

Investigador Principal: Dra. Mary Clarisse Bozzetti

A infecgdo genital pelo Papilomavirus Humano é uma das doengas sexualmente transmissiveis
mais comuns. E causada pelo virus conhecido como Papilomavirus Humano ou HPV. Este virus é o
principal agente causador do cancer de colo de utero. Pelo fato deste ser um cancer bastante comum
entre as mulheres em nosso meio e, embora possa ser diagnosticado precocemente e as mulheres
curadas, ele ainda é responsavel por um grande numero de mortes entre as mulheres em nosso
meio. Por isso, a busca de métodos para um diagndstico mais precoce e mais acessivel a toda
populagao tém sido tema de muitas pesquisas.

Nés planejamos um estudo que tem como principal enfoque a identificagdo e o
acompanhamento de mulheres portadoras do HPV bem como de outras leses associadas presentes
no colo uterino. Por isso estamos convidando-a a fazer parte deste estudo, cujos objetivos,

procedimentos, riscos e beneficios estdo descritos a seguir.

Objetivos do estudo:

O presente estudo tem como objetivos verificar a presenga e distribuicdo de acordo com a
idade dos tipos de HPV que estdao mais associados ao cancer de colo de utero. A presenca deste
virus sera estudada em material coletado no colo uterino e no sangue. A identificagdo da presenca
deste virus, a detecgdo de uma proteina chamada P16, presente em células com HPV ativo e o
acompanhamento das mulheres que participardo do estudo permitira entender melhor porque

algumas mulheres evoluem para lesbes de colo de uUtero de alto grau ou mesmo cancer.
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Procedimentos:

As mulheres que concordarem em participar do estudo serao inicialmente entrevistadas para
responder algumas questdes relacionadas a sua saude, apds sera realizado um exame ginecoldgico
no qual sera coletado, através do uso de uma escova especial para este exame, material da parte
externa e do canal do colo uterino. Deste material sera realizado exame citolégico, (preventivo do
cancer de colo de utero) e material para investigar a presenca do HPV.

As mulheres que tiverem o exame citolégico alterado e/ou que tiverem a presenga do HPV
serdo encaminhadas para a realizagao de uma colposcopia, no qual se observa o colo do utero com
lente de aumento. Se neste exame for constatada a presenga de alguma lesdo no colo do utero, sera
realizada uma bidpsia desta leséo, que significa retirar um pequeno fragmento da lesdo e encaminhar
para um exame mais minucioso, chamado exame histopatologico e também, neste mesmo fragmento
sera estudado se existe alguma alteracao na proteina P16.

Também sera coletado nas mulheres que concordarem em participar do estudo, 20 ml de sangue.
Deste sangue sera isolado o soro, que sera congelado e posteriormente sera feita a verificagdo da
presenga do HPV.

As mulheres participantes do estudo serdo acompanhadas de acordo com os resultados dos
exames mencionados acima. A freqiéncia de visitas médicas podera ser no minimo semestral e no

maximo anual. Sendo que os procedimentos em cada consulta serdo os mesmos descritos acima.

Riscos e Desconfortos:

Os riscos e desconfortos as participantes deste estudo s&do aqueles associados aos
procedimentos descritos acima, ou seja, a coleta de material para o exame citolégico e para o HPV
podera de modo pouco frequente, causar um pequeno sangramento local, que cessara
espontaneamente. Para as mulheres que necessitarem a realizagdo de bidpsia, podera também
ocorrer um pequeno sangramento com melhora espontanea e eventualmente podera haver um pouco
de dor local, também passageira. A coleta de sangue é de uma quantidade pequena (20 ml) e por
isso dificilmente causara algum mal-estar geral (1 em cada 1000 pessoas), no entanto podera haver
dor no local da coleta e eventualmente um pequeno hematoma. Os demais procedimentos serao
feitos em material j& coletado e congelado para posterior exame e por isso nao causarao

desconfortos as participantes do estudo.
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Beneficios:

Os beneficios diretos do estudo as participantes serdo: estas terdo a oportunidade de serem
identificadas com lesdes pré-cancerosas do colo de utero e tratadas antes da evolugéo destas lesoes;
aquelas que forem positivas a algum tipo de HPV de alto risco para o cancer de colo uterino e que
nao tiverem lesGes aparentes serdo acompanhadas com uma freqiéncia maior visando acompanhar
e tratar as possiveis lesdes que se desenvolverem.

Como beneficio indireto estas mulheres estardo contribuindo com informagdes fundamentais
para ampliar o conhecimento desta doenga e de sua evolugédo (prognoéstico) para o conhecimento
cientifico, ja que esta € uma doencga altamente previnivel e curavel se detectada precocemente e que,
no entanto ainda esta entre as causas de morte por cancer mais comum entre as mulheres,

especialmente em nosso meio.

Compensacio financeira:

Nao havera nenhum pagamento as mulheres que concordarem em participar do estudo, bem
como as participantes do estudo nao terdo nenhum custo adicional relacionado aos procedimentos e

as visitas médicas.

Confidencialidade:

Toda a informagao que sera fornecida pelas participantes do estudo e os resultados advindos
dos procedimentos realizados serao considerados confidenciais e sera somente conhecida da equipe
envolvida no estudo. Todos os questionarios e materiais coletados serao identificados através de um
cédigo criado na entrada do estudo, este cddigo sera a unica identificagdo utilizada no banco de
dados do estudo que sera utilizado para analise dos dados e divulgagdo dos mesmos no meio

cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo:

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que estamos propondo e
convidando as mulheres a participar, no entanto se houver alguma divida estas serdo esclarecidas
pela equipe do estudo, através da Dra. Mary Clarisse Bozzetti em qualquer momento do estudo pelo

telefone 3333 8779.
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Em caso de danos:

Se a participante do estudo acha que teve algum problema de saude relacionado com a sua
participagdo no estudo ou se tem alguma pergunta sobre os cuidados médicos que necessita esta
devera contatar a coordenadora do estudo Dra. Mary Clarisse Bozzetti pelo seguinte telefone:
33338779.

Se houver algum dano a sua saude resultante de sua participagédo, recebera os cuidados
médicos necessarios sem custos adicionais. Ndo havera, no entanto, compensagao financeira,

apenas atendimento médico e hospitalar quando indicado.

Participacdo voluntaria:

A participagdo de cada mulher no estudo é voluntaria, ou seja, que nao quiser participar do
estudo estard livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus problemas de
saude a que tem direito.

Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia durante o decorrer do mesmo, estara
livre para fazé-lo, e da mesma forma ndo sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que tem

direito para seus problemas de saude.

O Significado de Sua Assinatura:

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informagéo que Ihe foi fornecida sobre o
estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa que vocé

concorda em participar do estudo.
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VOCE RECEBERA UMA COPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO

Carimbo do estudo

Assinatura da paciente e/ou responsavel (se menores de 18 anos) Data:
Assinatura da pessoa que obteve o consentimento Data:
Assinatura do coordenador do estudo Data:

Coordenadora
Dr? Mary Clarisse Bozzetti
Rua Ramiro Barcelos 2600, 4° andar Sala 417 D

Bairro Santana, Porto Alegre CEP 90035-003

Responsavel pelo Projeto

Cristine Nascente Igansi

Rua Ramiro Barcelos 2600, 4° andar Sala 417 D
Bairro Santana, Porto Alegre CEP 90035-003

Fone: 51-84117004
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IV. Ficha de Coleta de Dados

PREVENGAO E DETECGAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

I. QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO

NOTA: Toda informacdo sera mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera

armazenado em arquivos fechados. Seu niumero de identificagdo sera a Unica conexdo a informacgao

coletada.
QUEST _ _
1. Nome:
2. Endereco:
3. Telefone de contato:
4. Datade nascimento? _ / /  (dd/mm/aaaa) DNASC: [/ [
5.Datadaentrevista? ___ / /  (dd/mm/aaaa) DENT: _ /[ [
6. ldade: __ (em anos) IDADE:
7. Estado marital: ESTMARIT: _
(1) Casada ou com companheiro fixo ha pelo menos 1 ano
(2) Com companheiro ha menos de 1 ano (3) Solteira
(4) Divorciada/desquitada (5) Separada
(6) Viuva
8. Ocupagao: OCUP: _
9. Cor da pele:
(1) branca (2) negra (3) mulata (4) amarela COR: _
10. Escolaridade: ESCOLAR: _
(1) analfabeta (2 ) primeiro grau incompleto
( 3 ) primeiro grau completo (4 ) segundo grau incompleto
(5)segundo grau completo (6 ) terceiro grau incompleto
(7 ) terceiro grau completo (9)ignorado
11. Nimero de pessoas que residem na casa: _ _ PCASA:
12. Renda da familia (anotar a renda em reais) RENDA:
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13. Vocé fuma? (1) Sim (2) Nao

FUMO: _

SE A RESPOSTA A QUESTAO 13 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 16

14. Se sim, ha quanto tempo? __ (em anos)
15. Se sim, quantos cigarros fuma por dia? _

16. Idade da primeira menstruagao:

17. Seus ciclos menstruais séo regulares? (intervalo)

18. Vocé ainda menstrua? (1) Sim (2) Nao

TFUMO: _
CIGDIA: __
MENARCA: __
CMENST: _

MENOP1: _

SE A RESPOSTA A QUESTAO 18 FOR “SIM” PULE PARA A QUESTAO 22

19. Se néo, ha quanto tempo? _ _ (em anos)

20. Vocé faz ou ja fez terapia de reposi¢cao hormonal?
(1) Sim (2) Nao

21. Se sim, por quanto tempo? _ _ (em anos)

22. Qual a idade da primeira relagéo sexual: _ _

23. Qual o numero de parceiros sexuais no ultimo més: _ _

24. Qual o numero de parceiros sexuais ao longo da vida: _ _

25. Vocé utiliza ou utilizou algum método anticoncepcional?
(1) Sim (2) Nao

26. Qual o método anticoncepcional que utiliza ou utilizou?
(1) Anticoncepcional oral; (2) Anticoncepcional injetavel;
(2) Condon (camisinha); (4) Diagrama;

(5) “Camisinha” feminina; (6) DIU/Mirena;

(7) Cirargico (LT); (8) Tabela; (9) Nao sabe;

(10) Nao se aplica; (11) Outro:

27. Ja esteve gravida alguma vez? (1) Sim (2) Nao

MENOP2:

MENOP3: _

MENOP4:

SEXARCA:
PARSEX1:
PARSEX2:

ACO1: _

ACO2:

GESTA1: _

SE A RESPOSTA A QUESTAO 27 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 33

28. Se sim, quantas vezes? _

29. Que idade tinha na primeira gestagéo?

GESTA2:

GESTA3: __
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30. Quantos filhos nasceram vivos?

31. Ja teve algum aborto? (1) Sim (2) Nao

32. Se sim, quantos? _

33. Vocé ja teve/tem alguma das seguintes doengas?

(1) Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): _

AIDS/ HIV positiva: _
Sifilis: _

Gonorréia: _
Candidiase genital: _
Clamidia genital: _
Herpes genital: _

Outra, qual?:

34. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento?

35. Se sim, qual?

36. Seu marido ou companheiro ja teve alguma das seguintes

doencas? Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): _

AIDS/ HIV positivo: _
Sifilis: _

Gonorréia: _
Candidiase genital: _
Clamidia genital: _
Herpes genital: _

Outra, qual?:

37. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento?

38. Se sim, qual?

39. Vocé alguma vez ja realizou o exame preventivo de

colo uterino? (1) Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

40. Se sim, qual a data do ultimo exame? ___ / __ (mm/aaaa)

FVIVOS:
ABO1: _

ABO2:

COND: _
HIV: _
SIFILIS: _
GONO: _
CANDIDA: _
CLAMIDIA: _
HERPES: _
OUTDST: _
TRAT1: _

TRAT2: _

CONDM: _
HIVM: _
SIFILISM: _
GONOM: _
CANDIDAM: _
CLAMIDIAM: _
HERPESM: _
OUTDSTM: _
TRATM1: _
TRATM2: _

CP1: _

DATCP: _ | __
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41. Vocé costuma realizar auto-exame de mamas?

(1) Sim (2) Nao
42. Se sim, com que frequiéncia?

(1) diaria; (2) semanal; (3) mensal; (4) Outra:

43. Vocé ja teve ou tem alguns dos seguintes problemas de saude?

(1) Sim (2) N&o (9) Nao sabe
Doenca cardiovascular (HAS, DIC): _
Lesbes pré-invasivas de colo de utero: _
Doencga enddcrino-metabdlica (diabetes):
Doenga Respiratoria (asma, dpoc): _
Doenga psiquiatrica (depresséo): _

Cancer ginecoldgico: _

Outro tipo de cancer: _

44. Se sim, vocé faz algum tipo de tratamento para o

seu problema de saude? (1) Sim (2) Nao

45. Se sim, qual o tratamento?

46. Alguém na sua familia (lado materno ou paterno) tem ou

teve algum dos seguintes problemas de saude?
(1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe
Doenca cardiovascular (HAS, DIC): _
Lesdes pré-invasivas de colo de utero: _
Doenca enddcrino-metabdlica (diabetes): _
Doenca Respiratéria (asma, dpoc): _
Doenca psiquiatrica (depressao): _
Cancer ginecolégico: _

Outro tipo de cancer; _

AIDS(HIV positivo): _
47. Se sim, faz algum tipo de tratamento para o

este problema de saude? (1) Sim (2) Nao

48. Se sim, qual o tratamento?

MAMA1: _

MAMA2: _

HDCV: _
HLPCU: _
HDEM: _
HDR:
HDP:
HCAG: _
HC:

TRATPST: _

TRATPS2:

HFDCV: _
HFLPCU: _
HFDEM: _
HFDR: _
HFDP: _
HFCAG: _
HFC: _

HFAIDS: _

TRATPSF1: _

TRATPSF2:

149



49. Histéria de 6bito na familia nos ultimos cinco anos?
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe
50. Se sim, qual a idade da pessoa que foi ao 6bito: __ (anos)

51. Se sim, qual a causa da morte?

OBSERVAGOES DO ENTREVISTADOR:

OBITOF: _

OBFIDAD: _ _

CAUSAOBF: _
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PREVENGAO E DETECGAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

Il. QUESTIONARIO DE DADOS DO EXAME E COLETA DE MATERIAL
NOTA: Toda informagdo sera mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera
armazenado em arquivos fechados. Seu nimero de identificagado sera a Unica conexao a informagao

coletada.

QUEST _

1. Nome:

2. Foram realizados os seguintes exames na participante do estudo:
Coleta para exame cito - patoldgico da cérvice uterina (CP):

(1) Sim (2) Néo, porque?

Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado do CP? CP:

(1) Normal; (2) AGUS; (3) ASCUS
(4)NIC 1: (5)NIC 2; (6) NIC 3;

(7) Cain situ; (8) Ca invasivo; (9) Outro:

Coleta de material para PCR (PCR):

(1) Sim (2) Nao, porque?

Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da PCR (HPV-DNA)? HPVDNA: _

(1) Positiva (2) Negativa

Se positiva, qual o tipo de HPV identificado? THPV: _

Coleta de sangue para a sorologia p/HPV (SORO):

(1) Sim (2) Nao, porque?

Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da sorologia para o HPV? SOROHPV: _

(1) Positiva  (2) Negativa
Foi indicado colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2)Nao
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Foi realizada colposcopia?
(1) Sim (data: ) (2) Nao, porque?

Resultados da colposcopia?

(1) Anormal com realizagao de bidpsia;

(2) Anormal sem realizagéo de bidpsia (por qué?).

(3) Normal

COLPO: _
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V. Fluxograma de Seguimento das Participantes do Estudo

Entrada no Estudo

questionario epidemioldgico
coleta de sangue para sorologia p/HPV

coleta de material endo e ectocérvice para CP e Tipagem de HPV

Resultados do CP
(Positivo para ASCUS +)

Resultados da Tipagem para HPV

(Positivo ou negativo)

positiva ou negativa

Sorologia:

‘ positivo ‘ ‘negativo‘

‘ positiva Hnegativa‘

revrecscrse

Retorno em 1ano

A\

A\

A

y

‘ positiva ‘ ‘negativa‘

’—D

Colposcopia

y

y

positiva

Repetir CP/HPV em 6 meses

negativa

A
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VI. Protocolo de extragao de DNA em amostras de lavado cérvico-vaginais

1. Apo6s o descongelamento, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA através da solugéo
de Proteinase K/TE-50 (200 ug/mL de proteinase K ‘DNase/Rna free’Gibco, 2% Tween 20, 1mM
EDTA, mM Tris-HCI pH 8,5) e deixadas em banho-maria por 18 horas.

2. Inativar a 94°C por 10 minutos;

3. Desproteinizar as amostras com o mesmo volume de fenol/ cloroférmio/ isoamilalccol;

4. Precipitar o DNA presente na fase aquosa com 1,0 volume de acetato de sodio 3M pH 4,7 e 0,9
volume de alcool isopropilico, em baixa temperatura (-20 °C por 4 horas; -80 °C por 15 minutos;
nitrogénio liquido por 30 segundos).

5. Centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos.

6. Secar o precipitado contendo o DNA e ressuspender em 30 pL de agua MilliQ esterilizada.

7. Manter o DNA a -20 °C até o momento da analise molecular.
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VII. Protocolo para extragao de DNA de tecido fixado em bloco de parafina

1. Adicionar 1 mL de xilol ao tubo eppendorff com o corte de bloco de parafina (20 micra), vortexar por

15 segundos e incubar a 55 C por 30 minutos.

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Centrifugar (spin) e retirar o sobrenadante por pipetagem.

Adicionar novamente 1 mL de xilol, vortexar por 15 seg e incubar a 55 C por 30min.

Centrifugar (spin) e retirar o sobrenadante por pipetagem.

Adicionar 1 mL de etanol 100%, vortexar por 15 seg e incubar a 55 C por 5 min.

Centrifugar (spin) e retirar o sobrenadante por pipetagem.

Adicionar novamente 1 mL de etanol 100%, vortexar por 15 seg e incubar a 55 C por 5 min.
Retirar o sobrenadante, adicionar 1 mL de alcool 70%, vortexar 15 seg, centrifugar (spin), retirar o
sobrenadante (2x) e

Adicionar 700uL de tampao de lise celular gelado;
Centrifugar por 3 min a 13.000 rpm;

Desprezar o sobrenadante (secar a borda do tubo com papel toalha);
Adicionar 1ml de tampé&o de lise celular, ressuspender o pellet e misturar por inversao por 5 min;
Centrifugar por 3 min a 13.000 rpm;

Adicionar 300uL de tampao de lise nuclear e 50uL de SDS 10% para cada pellet;

. Agitar em vortex;

Adicionar 700uL de tampéao de lise celular gelado;

Centrifugar por 3 min a 13.000 rpm;

Desprezar o sobrenadante (secar a borda do tubo com papel toalha);

Adicionar 300uL de tampé&o de lise nuclear e 50uL de SDS 10% para cada pellet;
Agitar em vortex;

Adicionar proteinase K: 20uL (10mg/ml) ou 10uL (20mg/ml) ou 100uL (2mg/ml), misturar

manualmente;

21.

22.

23.

24.

Incubar a 65°C por 1 hora;
Adicionar 175uL de NaCl 5,3M, agitar com forca e centrifugar a 13.000 por 3 minutos;
Transferir o sobrenadante para um novo tubo com a pipeta;

Adicionar 1 mL de etanol 100% gelado;
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25. Inverter o tubo até aparecer o DNA;

26. Centrifugar 3 minutos a 13.000 rpm;

27. Desprezar o sobrenadante, sendo cuidadoso para nao perder o pellet;

28. Lavar o pellet com 1 mL de etanol 75%, ressuspender o pellet e centrifugar novamente por 3
minutos;

29. Desprezar o etanol;

30. Secar com a tampa aberta no termobloco a 37°C até evaporar todo o etanol;

31. Dissolver o pellet com 50-100uL de agua destilada estéril;

32. Incubar a 65°C para dissolver o DNA.
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VIIl. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES DOUTORADO

Ano 2005
Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Ou | Nov | Dez
Delineamento do Projeto X X
Revis&o bibliogréafica X X | X | X X
Elaboragao do projeto X X | X

Submisséo do Projeto ao

Comité de Etica

Ano 2006

Cortes histolégicos das

amostras parafinizadas

Recrutamento das amostras de

lavado cérvico-vaginal

Revisao bibliografica X | x | X | X | X | X | X | X | X | X| X ]X

Construgéo dos bancos de
dados

Defesa do Projeto em

Seminarios de Pesquisa

Ano 2007

Construgao dos bancos de
dados

Padronizagéo dos protocolos de

extragdo

Reviséo bibliografica X | x | X | X | X | X | X | X | X | X| X ]| X

Ano 2008

Realizagdo das Técnicas

Laboratoriais

Analise estatistica dos dados X X X X X X

Redacéo dos Artigos para

publicacéo

Redacgéo da Tese para Defesa

Preliminar e Publica

Ano 2009 X | X | X | X
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Defesa Fechada

Defesa Final
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IX. EQUIPE DE PESQUISA

Coordenador: Prof? Dr® Mary Clarisse Bozzetti

Pesquisadores colaboradores: Dr. Alexandre da Silva Aguiar, Dra. Daniela Montano Wilhelms,

Dra. Adriana Rosa, Dra. Maria Lucia da Rosa Rossetti, Dra. Sabrina de Mattos Esteves, Dra. Luciane

Calil Mylius.

Alunos de Pés-Graduagdo (mestrado/doutorado): Doutoranda Cristine Nascente Igansi,

Mestranda Gabriela Tonini, Mestranda Viviane Kubisweski dos Santos.

Bolsistas de Iniciagdo Cientifica: 5 (cinco) ja selecionados (2 CNPq; 1 FAPERGS e 2

voluntarios).

Servigos Colaboradores:

Posto de Saude Jardim Leopoldina/GHC: recrutamento das mulheres e realizagdo do exame

citopatologico;

Coordenacgao do Programa da Mulher /SSC/GHC.

Servigo de Patologia do GHC: citologia e histologia;
Laboratério do Centro de Pesquisas do HCPA,;

Servigo de Patologia do HCP (gene p16);

Servigo de ginecologia do GHC: colposcopia e tratamento;
Gerencia de saude Comunitaria do GHC;

Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecondlgico (CDCT), Fundacdo Estadual de

Produgdo e Pesquisa em Saude (FEPPS), Laboratério Central (LACEN)/RS: extracdo de DNA,

identificac&o viral e analise dos polimorfismos dos genes IL-10 e TNF-a, por Biologia Molecular.
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