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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) em especial os tipos de maior potencial oncogénico, HPV 16
e 18, é considerado o principal fator etiologico do cancer cervical. No entanto, embora a
infeccdo por HPV desempenhe um papel importante no desenvolvimento de lesGes cervicais, a
maioria das lesdes contendo estes virus de alto risco ndo progride para tumores cervicais, e
mulheres infectadas pelos tipos virais considerados oncogénicos, podem nunca chegar a
desenvolver uma neoplasia. Esse fato nos leva a investigar outros fatores associados, como a
ineficiéncia da resposta imune do hospedeiro em combater o virus. Alteracdes nos niveis de
expressao de citocinas podem provocar limitacdes do sistema imune contra algum agente
infeccioso, contribuindo para o surgimento de infec¢des. Nesse sentido, esta pesquisa tem por
objetivo analisar a associacdo do polimorfismo -819 C>T (RS1800871) do gene da IL-10 na
suscetibilidade ao cancer cervical em mulheres infectadas por HPV no Agreste Alagoano.
Consiste em um estudo do tipo caso-controle, que ocorreu no periodo de novembro de 2014 a
dezembro de 2015, no qual 179 pacientes com resultados citoldgicos normais e negativos para
a infeccdo pelo HPV, compdem o grupo controle, e o grupo caso foi formado por 45 amostras
de mulheres com céncer cervical e resultado positivo para a infec¢do por HPV, totalizando 224
pacientes. A deteccdo viral foi realizada através da amplificacdo por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com os primers MY09/MY11, GP5+/GP6+ e S-actina humana (Forward-
FW e Reverse-RV) como controle interno da reacdo. A técnica de PCR em tempo real foi usada
para realizar a identificacdo dos polimorfismos, por meio do método de discriminacéo alélica.
Os gendtipos virais do HPV foram identificados por sequenciamento. Neste estudo foi
observada associagdo de risco aumentado para o desenvolvimento de cancer cervical em
mulheres infectadas por HPV, que possuem o genotipo -819C/T ou os carreadores T (-
819C/T+TT). Alguns estudos ndo encontraram associa¢éo significativa entre esse polimorfismo
e carcinogénese cervical. No entanto, estudos que avaliaram o polimorfismo -819C/T
mostraram que as mulheres com HPV, e que sdo portadoras do alelo T, sdo mais suscetiveis a
desenvolverem céncer cervical. O presente estudo colabora para entender melhor o papel da
citocina IL-10 no céancer cervical, e contribui para identificar candidatos a biomarcadores
genéticos de susceptibilidade ao risco de cancer cervical na infecgéo pelo virus HPV.

Palavras chave: papilomavirus humano; interleucina 10; cancer do colo do Utero.



ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV), especially the types with the greatest oncogenic potential,
HPV 16 and 18, is considered the main etiological factor of cervical cancer. However, although
HPV infection plays an important role in the development of cervical lesions, the majority of
lesions containing these high-risk viruses do not progress to cervical tumors, and women
infected with viral types considered oncogenic may never develop a neoplasm. This fact leads
us to investigate other associated factors, such as the inefficiency of the host's immune response
in combating the virus. Changes in cytokine expression levels can cause limitations of the
immune system against an infectious agent, contributing to the emergence of infections. In this
sense, this research aims to analyze the association of the -819 C>T polymorphism
(RS1800871) of the IL-10 gene in susceptibility to cervical cancer in women infected with HPV
in Agreste Alagoano. It consists of a case-control study, which took place from November 2014
to December 2015, in which 179 patients with normal and negative cytological results for HPV
infection made up the control group, and the case group was formed. by 45 samples from
women with cervical cancer and positive results for HPV infection, totaling 224 patients. Viral
detection was carried out through Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification, with
primers MY09/MY11, GP5+/GP6+ and human g-actin (Forward-FW and Reverse-RV) as
internal control of the reaction. The real-time PCR technique was used to identify
polymorphisms, using the allelic discrimination method. HPV viral genotypes were identified
by sequencing. In this study, an association of increased risk for the development of cervical
cancer was observed in women infected with HPV, who have the -819C/T genotype or T
carriers (-819C/T+TT). Some studies did not find a significant association between this
polymorphism and cervical carcinogenesis. However, studies that evaluated the -819C/T
polymorphism showed that women with HPV, and who carry the T allele, are more susceptible
to developing cervical cancer. The present study helps to better understand the role of the
cytokine IL-10 in cervical cancer, and contributes to identifying candidates for genetic
biomarkers of susceptibility to the risk of cervical cancer in HPV infection.

Keywords: Human Papillomavirus; Interleukin 10; Cervical Cancer.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é considerado um problema de saude publica no
mundo, em virtude de ser 0 agente etioldgico mais importante no desenvolvimento de diversos
canceres, a exemplo do cancer cervical (WHO FACT SHEET, 2016). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a maioria das pessoas sexualmente ativas serd infectada
em algum momento de suas vidas por esse virus.

Estudos apontam que o HPV é o fator etioldgico mais importante no inicio das
anormalidades intraepiteliais cervicais, no entanto, a maioria das infec¢cbes por HPV
desaparecem espontaneamente pelo organismo do individuo, sem o surgimento de sintomas e
sem a necessidade de intervencgdes clinicas (DUVLIS et al., 2020). Entretanto, uma pequena
proporcéo das infeccBes por esse virus pode persistir, contribuindo para o desenvolvimento de
Lesdes Intraepiteliais Escamosas de alto grau (HSIL) e para progressdo destas lesdes para o
cancer cervical (INCA, 2023; OPAS, 2023).

O céancer cervical € a quarta neoplasia que mais acomete mulheres no mundo, em
especial aguelas socioeconomicamente mais vulneraveis, caracterizado como a quarta causa de
morte de mulheres no Brasil (INCA, 2021). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2022 cerca de 16.710 mil mulheres foram diagnosticadas com cancer cervical em
todo o mundo e 4,60 6bitos por 100 mil mulheres, em 2020 (INCA, 2020; INCA, 2021). No
Brasil, estima-se 17.010 mil novos casos de cancer cervical para o ano de 2023, com uma
estimativa de aproximadamente 13,25 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022a).

A infeccdo persistente pelo HPV, em especial os tipos de maior potencial oncogénico,
aexemplo do HPV 16 e HPV 18, apresentam-se como principal fator que se encontra envolvido
no desenvolvimento de lesbes precursoras do cancer cervical (BONIN et al., 2017; PRATA, et
al., 2015; SASAGAWA et al., 2012). No entanto, diversos outros cofatores de risco estdo
envolvidos na carcinogénese, dentre os quais se destacam Infecches Sexualmente
Transmissiveis (IST), multiplicidade de parceiros, inicio precoce da vida sexual, condigdes
infecciosas e reativas, uso prolongado de anticoncepcionais orais, desregulacdo do sistema
imunologico, tabagismo, condi¢cdes imunoldgicas e genéticas (PHUTHONG et al., 2018).
Dessa forma, € possivel a deteccdo do DNA viral, através de técnicas moleculares como Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR), para a prevencao do cancer cervical, em virtude das limitacdes

gue o diagnostico soroldgico apresenta em sua precisdo. Além disso, quando se identifica no
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inicio a infeccdo, é possivel realizar o acompanhamento do paciente para que seja evitado o
desenvolvimento de lesGes ou realizar um tratamento precoce.

No entanto, embora a infeccdo por HPV desempenhe um papel importante no
desenvolvimento de lesdes cervicais, estudos mostram, que a maioria das lesdes contendo estes
virus de alto risco ndo progride para tumores cervicais, e mulheres infectadas pelos tipos virais
considerados oncogénicos, podem nunca chegar a desenvolver uma neoplasia. Esse fato nos
leva a investigacdo de outros fatores associados, como a ineficiéncia da resposta imune do
hospedeiro em combater o virus (MACHADO et al., 2004).

Vérias citocinas desempenham fungdes essenciais ha modulacdo da resposta imune,
contribuindo para que a resposta imunoldgica seja eficaz (ALI, K. S.; ALI, H. Y.; JUBRAEL,
J. M., 2012). Com isso, alteracdes nos niveis de expressao das citocinas podem provocar
limitacBGes do sistema imune contra algum agente infeccioso. Assim, quando 0s niveis séricos
dessas moléculas sofrem alteragdes, isso pode intensificar o surgimento de infec¢des, a exemplo
da infeccdo por HPV, e contribuir também para o desenvolvimento ou agravamento de lesGes
cervicais (TORRES-POVEDA, et al, 2016). Deste modo, diversos estudos tém analisado o
efeito de SNP’s presentes em genes de citocinas, os quais podem alterar a atividade do gene,
ocasionando uma diminui¢do ou aumento da expressdo génica (PEREIRA et al., 2020; ZIDI et
al., 2015). Assim, estes SNP’s podem ser considerados candidatos a biomarcadores de
susceptibilidade a HSIL e ao cancer cervical.

Estudos tém mostrado que varios SNP’s em gene de citocina foram associados a
infeccdo persistente e ao desenvolvimento de HSIL e cancer do atero (MIN; PU; GU, 2018;
TORRES-POVEDA, et al., 2014). Um SNP bastante investigado é no gene que codifica a
citocina Interleucina-10, localizado na posicao -819 C>T (rs1800871 — numero de identificacdo
atribuido pelo NCBI a um grupo de SNPs que mapeiam para um local idéntico), que
corresponde em uma substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T), que de acordo com
alguns estudos presentes na literatura, o alelo T esta associado ao aumento da expressao desta
citocina, promovendo uma resposta imunologica diferenciada a infeccdo pelo HPV, nesse
sentido, pode estar associado a uma maior susceptibilidade ou protecdo no papel etiolégico
desse virus sobre as lesbes pré-malignas e cancer cervical (Torres-Poveda et al., 2017; ZIDI et
al., 2015).

Entretanto, observa-se que o0s resultados sobre essa associacdo apresentam contradi¢des
na literatura, com isso o papel desse SNP sobre a susceptibilidade a doencas cervicais ainda ndo
esta claro. Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar a associacao do
polimorfismo -819 C>T (rs1800871) do gene da Interleucina-10 (IL-10) na suscetibilidade ao
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cancer cervical em mulheres infectadas por HPV no Agreste Alagoano, visto a necessidade de
maior compreenséo do papel da citocina IL-10 na contribuicdo para o desenvolvimento de um
biomarcador de infec¢do por HPV e que resulte na melhoria do tratamento e prevencédo contra

o cancer cervical.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Analisar a associa¢do do polimorfismo -819 C>T (RS1800871) do gene da IL-
10 na suscetibilidade ao cancer cervical em mulheres infectadas por HPV no
Agreste Alagoano.
2.2  Especificos

e Detectar a presenca do HPV na amostra cervical de mulheres atendidas pelo
Sistema Unico de Satde no municipio de Arapiraca;

e Identificar as distribuicdes das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -819
C>T (rsTLR1800871) do gene da IL-10 na populacédo do estudo;

e Comparar os resultados identificados na populacdo do estudo, com outros

estudos realizados no Brasil e no mundo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Contextualizacdo histdrica sobre o HPV

Ao longo do tempo, pesquisadores tentam descobrir como surgem algumas doencas, as
quais sabemos hoje que sdo causadas por virus. No entanto, s6 no século XX, foi possivel
identificar os patdgenos e compreender os processos de infeccdo, reproducao e transmissao dos
virus, pois nesse periodo, a ciéncia e a tecnologias vinham avancando e novos meétodos e
instrumentos foram criados possibilitando essas descobertas (Camara et al., 2003). O doutor e
filésofo Galeno (129-199 d. C.), escreveu diversos textos ensinando métodos simples de
eliminacdo de verrugas, no entanto, somente no século XIX, foi descoberto a natureza
infecciosa dessas verrugas, tendo como base as pesquisas de Joseph F. Payne. Em 1891, Joseph
publicou um artigo intitulado “On the contagiousness of commom warts”, contendo
informagdes sobre o surgimento de verrugas por auto-inoculagdo. Ja em 1894, o C. Licht e
Gaston Variot, desenvolveram trabalhos que mostraram o carater infeccioso de lesbes em
pacientes que apresentavam tecidos verrucosos macerados (Camara et al., 2003).

Em meados do século XX, G. Ciuffo, comecou a suspeitar que as verrugas eram
causadas por virus, por meio de trabalhos por auto-inoculacdo. Em 1933, Richard E. Shope,
membro do Instituto Rockefeller para Pesquisa Médica, em Nova Jersey, descobriu que era
possivel a transmissao dos papilomas de coelhos selvagens (Cottontail rabbits) para os coelhos
domésticos atraves de filtrados livres de células, e que 0s tumores eram causados por um virus
gue possuia caracteristicas parecidas com aqueles que produziam papilomas em grupos de
mamiferos, a exemplo do homem. Em 1935, Peyton Rous e J. W. Beard, do Instituto
Rockefeller para Pesquisa Médica, em Nova lorque, descobriram que as verrugas em coelhos
possuiam caracteristicas para tornar-se malignas, e progredir para carcinomas €scamosos
(Garfield, 1988).

A virologia conseguiu ter avangos com o0 uso da microscopia eletronica e o cultivo de
células. Em 1949, com a utilizacdo de microscopio eletrénico, Maurice Strauss conseguiu
visualizar particulas que se assemelhavam aos virus em amostras retiradas de papilomas da
pele. Ap6s um ano, Strauss conseguiu identificar o papilomavirus humano (HPV), como agente
etioldgico no desenvolvimento das verrugas, entretanto, s6 em 1963 foi possivel desvendar a
estrutura do genoma viral (Garfield, 1988). Apesar do conhecimento sobre o papilomavirus, até
a década de 1970, ainda ndo tinha sido estabelecido associagdo do HPV com o céncer cervical,

no entanto, no final dessa década, foi identificado alguns tipos virais em lesfes de pele e em
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mucosas como verrugas e carcinomas de cérvice uterina, contribuindo para fortalecer a
importancia médica desse virus. Com isso, surgiu a hipétese de que os HPVs estavam
envolvidos na etiologia dos canceres cervical (doorbar; sterling, 2001).

Em 1980, com o avanco nas pesquisas, foi possivel isolar os tipos de HPV localizados
em bidpsias de cancer uterino, com isso cresceu 0 numero de estudos para compreender o papel
e influéncia desses virus em canceres genitais. (zur hausen; villiers, 1994). Nesse sentido, em
1987 foi publicado o primeiro trabalho sobre HPV e cancer cervical, dando abertura para o
surgimento de novos estudos como, epidemioldgicos, clinicos e de biologia molecular. A partir
desses estudos, foi sendo cada vez mais evidenciado o papel que alguns tipos de HPVs possuem
em canceres, a exemplo do céncer cervical (Villiers et al., 1987).

3.2 Aspectos epidemiologicos do HPV e cancer cervical

O HPV é uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST), considerada a mais prevalente
no mundo, apresentando uma incidéncia de 85% dos casos de infec¢bes transmitidas através do
ato sexual (BALOCH et al., 2016). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2022),
dentre as pessoas que sdo sexualmente ativas, uma pequena parcela sera infectada em algum
momento de suas vidas por esse virus. A infec¢do por HPV se configura como um problema de
salde publica, pois apresenta um potencial etiol6gico durante o desenvolvimento de canceres,
como o cancer cervical (Deshmukh et al., 2017; Lawrence et al., 2015; Sasagawa et al., 2012;
Who Fact Sheet, 2016). Entre os 12 tipos de HPV considerados oncogénicos, por apresentar
maior risco ou probabilidade de causar infeccOes persistentes e estarem associados com lesfes
precursoras de cancer, 0 HPV 16 e HPV 18 estdo presentes em 70% dos casos de cancer uterino
no mundo. J& os HPV tipo 6 e 11, estdo presentes em 90% dos casos de verrugas anogenitais
(Bonin et al., 2017; INCA, 2023; OPAS, 2022; WHO, 2010).

Estudos mostram que o HPV € o fator etiologico mais importante no inicio das
anormalidades intraepiteliais cervicais, embora, a maioria das infecches por este virus
costumam desaparecer sem 0 surgimento de sintomas, espontaneamente pelo organismo do
individuo, sem a necessidade de intervengdes clinicas (Duvlis et al., 2020). No entanto, uma
pequena parcela das infecgdes pode persistir levando ao surgimento de LesOes Intraepiteliais
Escamosas (HSIL), e progredir para o cancer cervical (INCA, 2023; OPAS, 2023).

O céancer cervical é considerado a quarta neoplasia que mais acomete mulheres no
mundo (INCA, 2021). Segundo dados da OMS, em 2022 cerca de 16.710 mil mulheres foram
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acometidas com cancer uterino em todo o mundo, com um risco considerado de 15,38 casos a
cada 100 mil mulheres (INCA, 2021).

No Brasil, o cancer do colo do Gtero € o segundo mais frequente nas regides Norte
(20,48/100 mil) e Nordeste (17,59/100 mil) e o terceiro na regido Centro-Oeste (16,66/100 mil).
Na regido Sul (14,55/100 mil), esse cancer ocupa a quarta posicdo, e na regido Sudeste
(12,93/100 mil), a quinta. Estas discrepancias nos resultados podem estar relacionadas a
diversos fatores, como a implantacdo e execucao de programas de prevencéo e controle efetivos
e pelo comportamento sexual da populacdo (INCA, 2022a) (Figura 1).

Figura 1 — Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil mulheres,
estimadas para 0 ano de 2023, segundo a unidade da federacdo (neoplasia maligna do colo do
utero)
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Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (2022), no Brasil o cancer cervical
apresenta uma estimativa de 17.010 casos para cada ano do triénio de 2023 a 2025, com um
risco estimado de 15,38 casos a cada 100 mil mulheres. Em 2023, a regido Nordeste apresentou
5.280 mil casos, e o estado de Alagoas teve 370 casos de cancer uterino. A taxa ajustada de
mortalidade por cancer do colo do utero com base na populagdo mundial, foi 4,60 ébitos por
100 mil mulheres (INCA, 2022b). A regido Norte apresentou as maiores taxas de mortalidade,
em relagdo as outras regides, com probabilidades de crescimento (Figura 2). Em 2020, a taxa
nessa regiao foi de 9,52 mortes por 100 mil mulheres, sendo considerada como principal causa

de oObitos por cancer nesta regido. A regido Nordeste, teve uma taxa de 5,58 e a regido Centro-



19

Oeste apresentou 5,25 casos de mortes, na qual o cancer cervical ocupa a terceira posicao. As
regides Sul e Sudeste possuem as menores taxas (4,37 e 3,38), ocupando a quinta e sexta posi¢ao
(INCA, 2022a) (Figura 2).

Figura 2 — Taxas de mortalidade por cancer cervical na populagdo mundial

Fonte: INCA. Atlas de Mortalidade. Acesso em 21/07/2022.

3.3 O Papilomavirus humano (HPV)

3.3.1 Classificacdo do virus HPV

O Papilomavirus Humano (HPV) é o nome dado ao grupo de virus que apresenta um
carater epiteliotropico, pertencente a familia Papillomaviridae, dividida em duas subfamilias:
Firstpapillomavirinae (52 géneros) e Secondpapillomavirinae (1 género) (BOCCARDO et al.,
2010; CARTER et al., 2011; ICTV, 2018). Os HPVs néo sdo classificados em sorotipos, mas
por genotipos, e ao todo sdo conhecidos mais de 200 gendtipos desse virus, 0s quais se
classificam com base na regido da sequéncia do gene L1 do virus.

O género Alphapapillomavirus do papilomavirus, se classifica por apresentar um maior
namero de casos clinico, composto por 14 espécies, sendo 64 tipos de papilomavirus. Dentre
esses tipos, quinze sdo relacionados com infecgdes na regido anogenital, classificados como
alto risco, trés com risco intermediario e onze de baixo risco conforme seu potencial
carcinogénico nesse local (COSTA et al., 2013). O género Betapapillomavirus, € o segundo
maior género, tendo tipos de HPVs que estdo envolvidos com infecgdes no epitélio cuténeo, e

sua infeccao se associa a verrugas cutaneas e cancer de pele. Os tipos de HPVs que fazem parte
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dos géneros Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus, normalmente

causam lesGes benignas (LETO et al., 2011).

3.3.2 Estrutura e genoma do HPV

O HPV é um virus ndo envelopado de simetria icosaédrica, com 72 capsdmeros
pentaméricos, que apresenta uma dimensdo de 55 nandémetros (nm) de diametro. Possui um
genoma de DNA de fita dupla circular, constituido de 8.000 pares de bases e enovelado em 30-
32 octameros de histonas celulares, e envolto por um capsideo, constituido pelas proteinas
estruturais L1 e L2 (SOUTO; FALHARI; DA CRUZ, 2005) (Figura 3 A).

O genoma viral é constituido de trés open reading frames (ORF), com base em sua
localizacgdo e caracteristicas funcionais. Essas regides possuem seis genes que se expressam de
forma precoce e dois de forma tardia, denominadas regides E (Early) e L (Late), e regido
reguladora (upstream regulatory region - URR) (BOCCARDO et al., 2010) (Figura 3 B).

Figura 3 — Estrutura morfoldgica e organizacdo genémica do HPV
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Legenda: (A) Estrutura tridimensional do capsideo do virion HPV. L1: capsideo maior, L2: capsideo menor.
(B) Organizacdo genémica do HPV, contendo 8.000 pb. Representagdo dos genes precoces (em azul), genes
tardios (em vermelho), LCR - regido regulat6ria (em roxo) e P (regiGes promotoras).
Fonte: Adaptado de BOCCARDO et al., (2010).

A regido E (Early) apresenta uma expressao génica precoce e compreende cerca de
4.000 pb, ocupando 50% do genoma viral, e codifica as proteinas precoces (ndo estruturais) do
HPV, as E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Essas proteinas podem ser expressas logo apds a infecgéo do

virus na céelula hospedeira (GRAHAM, 2017). Os genes apresentam algumas funcgdes: o gene
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E1 participa do processo de replicagéo viral; E2, atua diretamente na replicagéo e transcrigéo
viral; E4 esta envolvido na maturacdo viral e no processo de alteracdo que ocorre na matriz
intracelular; e os genes E5, E6 e E7 estdo envolvidos na transformacdo celular (SOUTO;
FALHARI; DA CRUZ, 2005) (Tabela 1).

Tabela 1 — Relac&o entre os genes de Papilomavirus Humano e suas requeridas fungdes

Expressdo Génica Genes Funcéo
Precoce El Replicacdo do DNA viral
E2 Controle da transcricdo e replicacdo
E4 Maturag&o do virus e alteragdo da matriz intracelular
E5, E6, E7 Estimulo da proliferacdo e transformacéo celular
Tardia L1 Codifica proteina principal do capsideo
L2 Codifica proteina secundaria do capsideo

Fonte: Modificada de GRAHAM (2017).

A regido denominada L (Late) apresenta uma expressdo génica tardia com cerca de
3.000 pb, ocupando 40% do genoma viral, formada pelas proteinas L1 (54 kDa) e L2 (76 kDa),
com a funcdo de codificar as proteinas do capsideo viral (Tabela 1). O gene L1 é expresso
durante a fase de infecgdo viral, pois a proteina L1 corresponde a 80% da proteina do virus,
sendo responsavel por formar a maior parte do capsideo, além disso ela pode ser utilizada no
processo de identificacdo de novos tipos de HPV (HARIHARAN; PILLAI, 2009; RAUTAVA,;
SYRJANEM, 2011). Ja o gene L2, esta envolvido no processo de codifica¢do das proteinas que
participam do empacotamento do DNA viral (STANLEY; PETT; COLEMAN, 2007). A regido
reguladora LCR (Long Control Region) possui de 500 a 1.000 pb, e representa 10% do genoma
do virus, apresentando sequéncias regulatorias, as quais conseguem agir de forma direta nos
processos de replicacdo, transcrigdo e pos-transcrigdo viral, a partir do elemento regulador
tardio (do inglés: Late Regulatory Element - LRE) (GRAHAM, 2010).

3.3.3 Tipos virais

O virus do HPV infecta tanto tecidos cutdneos como mucosas, sendo classificados com

base no tropismo tecidual, em mucosotropicos e cutaneotropicos, divididos em trés grupos:
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cuténeo, mucosas e associados a Epidermodisplasia Verruciforme (EV), doenca genética de
carater autossémico recessivo, na qual os individuos que sdo acometidos tendem a apresentar
uma maior suscetibilidade a infeccdo disseminada por tipos diferentes do virus HPV (LETO et
al., 2011) (Tabela 2). No entanto, essa categorizacao é considerada arbitraria, devido os tipos
virais apresentarem tropismo no epitélio escamoso estratificado. Além disso, os tipos cutaneos

também podem ser detectados nas regides genitais.

Tabela 2 — Classificacdo dos tipos de HPV de acordo com o seu tropismo tecidual.

Localizacao Tipos de HPV
Cutanea 1, 4,41, 48, 60, 63, 65, 76, 77, 88, 95
Mucosa 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35,

39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59,
64, 66, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 74, 81, 82, 83,
84, 86, 87, 89

Cuténea e/ou musosa 2,3,7,10, 27, 28, 29, 40, 43, 57, 61, 62, 78,
91, 94, 101, 103

Cuténea associada a Epidermodisplasia 5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20/46*, 21, 22,

Verruciforme (EV) 23, 24, 25, 36, 37, 38, 47, 49, 50, 80, 75, 92,
93, 96, 107

* 0 HPV 46 é um subtipo do HPV 20
Fonte: Modificada DE VILLIERS et al. (2004).

Os tipos de HPV's também podem ser caracterizados quanto ao seu potencial oncogénico
em: grupo de alto risco (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82); risco
intermediario (HPVs 26, 53, 66); e baixo risco (HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81)
(COSTA, et al., 2013) (Tabela 3). Os HPV que fazem parte do grupo de baixo risco, como 0s
tipos virais 6 e 11, estdo associados a lesdes benignas e de baixo grau, como verrugas genitais
(SCHIFFMAN et al., 2007). Ja os HPVs de alto risco, principalmente os tipos virais 16 e 18,
estdo associados de forma significativa com varios canceres, incluindo o céncer uterino
(BONIN et al., 2017; NO et al., 2010).
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Tabela 3 — Classificacdo dos tipos de HPV com base no potencial oncogénico

Tipo de risco Tipo de Papilomavirus Humano (HPV)

Alto 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 68, 73 e 82
Intermediario 26, 53 e 66

Baixo 6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,72, 81 e CP6108

Fonte: Modificada de NO et al. (2010).

3.3.4 Transmissao

O virus do HPV ¢é transmitido através da pele e das mucosas de individuos infectados,
tendo como principal via de transmissdo o contato que ocorre de forma sexual, caracterizado
como grande responsavel pelo aumento dos casos (FEDRIZZI et al., 2008). Contudo, o HPV
também pode ser transmitido por vias ndo sexuais, Como ocorre com 0s casos de verrugas
cutaneas através do contato com a pele, ou por fomites (objetos pessoais, toalhas, pecas intimas
etc.), e materno-fetal (gestacional, intra e periparto), ou seja, da mae para o filho. Ainda ndo se
sabe por quanto tempo o virus sobrevive quando esta fora do organismo, nesse sentido, a
transmissdao por fomites é vidvel por um curto periodo de tempo (SANTOS; MAIORAL;
HAAS, 2011). A também outros mecanismos de transmissdo do virus HPV, que inclui a

autoinfec¢édo por contato genital-oral e transmissdo a partir da pratica de sexo oral.

3.3.5 Infeccdo

A infecgdo pelo HPV ocorre com a entrada do virus na célula atraves das camadas basais
do epitélio escamoso estratificado, por fissuras ou pequenas lesdes cutaneas (HSUEH, 2009).
Quando esse processo ocorre, 0 virus passa um periodo adormecido (sem causar lesdes) que
dura duas a trés semanas, tempo necessario para gque 0s queratinocitos (presentes nas camadas
basais) se diferenciam e descamam, pois, a replicacdo viral ocorre em queratinocitos
diferenciados, primeiras células a serem infectadas (ROSA et al., 2009; STANLEY, 2008). Para
que ocorra replicacdo, as proteinas virais comegam a retardar a condensacdo nuclear dos
queratindcitos em diferenciacdo. Durante esse processo, sdo formados os coilocitos, células
escamosas superficiais (maduras) do colo do Utero (cérvix), as quais apresentam atipia nuclear

e vacuolizagéo perinuclear extranuclear.
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Devido a interacdo que acontece entre as proteinas do capsideo viral e 0s receptores
localizados na membrana das células do hospedeiro, o virion consegue entrar na célula e, nesse
processo, ele perde seu capsideo, deixando totalmente exposto o seu material genético a acao
de enzimas nucleares, contribuindo para a expressdo dos genes virais (DOORBAR;
STERLING, 2001). Dessa forma, o genoma do virus consegue ficar dentro do nacleo da célula
hospedeira, na forma circular, sem esta integrado ao genoma celular (forma epissomal),
podendo ser observado em tipos virais de baixo risco que levam a progressao das lesdes
benignas. J& nas infeccdes causadas pelos tipos virais de alto risco, que sdo responsaveis pelas
lesbes malignas, 0 DNA viral se integra aos cromossomos da célula hospedeira, dessa forma
ndo ocorre a replicagéo viral, assim, favorece o surgimento das lesdes e o desenvolvimento do
cancer cervical, pois contribui para que ocorra a expressao das proteinas oncogénicas E6 e E7
que sdo capazes de realizar a interacdo com proteinas, a exemplo das proteinas pRb (proteina
de suscetibilidade ao retinoblastoma) e p53, contribuindo para a ocorréncia de alteragdes no
ciclo celular (SANTOS; MAIORAL; HAAS, 2011).

3.3.6 Resposta imunoldgica

O sistema imunoldgico é composto por uma série de estruturas, com papel fundamental
na defesa do organismo contra agentes infecciosos e células tumorais, com o objetivo de
assegurar a homeostase do organismo, composto de dois mecanismos que atuam na eliminacéo
dos antigenos (corpos estranhos) que invadem o organismo: a imunidade inata/nativa e
imunidade adquirida/adaptativa (Cruvinel et al., 2010; Machado, 2004; Sierra et al., 2005). A
imunidade inata ou nativa, atua no momento em que ocorre 0 contato do hospedeiro com 0s
antigenos virais, ja a imunidade adquirida ou adaptativa é restrita a determinado grupo de
organismos, e se desenvolve quando o hospedeiro entra em contato com patdgenos, de forma
ativa ou passiva, de modo que os receptores das células comegcam a se desenvolver durante os
rearranjos génicos (Abbas Abul; Lichtman; Pillai, 2011; Magnadottir, 2006; Kawai; Akira,
2007).

Quando o virus HPV consegue entrar no organismo através das mucosas cérvico-
vaginais, o sistema imunologico inato € ativado, produzindo contra o virus as defensinas,
proteinas que conferem protecdo as membranas das células do hospedeiro. Além disso, ocorre
a ativacao de algumas células de defesa, como as células Natural Killers (NK), na secrecdo de

interferons (IFNs) do tipo I (o € B) ¢ de outras citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, fator de
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necrose tumoral- alpha) e na ativacdo dos fagocitos locais (Lorenzi; Coelho-Castelo, 2008). A
secrecdo dos IFNs é iniciada pela ligacdo de receptores tipo-Toll (TLR) presentes em
sequéncias especificas do virus que desencadeiam a sinalizacdo intracelular. Dentre as células
presentes no organismo, as células NK e os fagocitose sdo utilizados no controle das infec¢oes
virais, sendo as principais células do sistema imunoldgico inato (Lehner, 2003).

As células dendriticas (DC) sdo as responsaveis por ativar o sistema imunoldgico
adquirido. Além disso, as células dendriticas conseguem migrar para os oOrgdos linfoides
secundarios e assumem a funcdo de células apresentadoras de antigenos (APC), ap0s a
maturacgao, processo esse que ocorre depois que acontece o reconhecimento do agente invasor.
As células APC apresentam os antigenos aos linfocitos T naive, e seguem desencadeando uma
resposta imunolégica adquirida (Almeida, 2009; Lorenzi; Coelho-Castelo, 2008). A ativacao
dos receptores tipo-Toll por componentes virais, consegue estimular a resposta imunolégica
inata, perante a estimulacdo da sintese de citocinas, como interferons (IFNs) do tipo I, IL-1p e
IL-6, que conseguem atuar de forma direta na replicagdo viral. Esse processo faz com que as
células imunologicas migrem para os locais de infeccdo e a ativacdo de células dendriticas,

favorecendo a ocorréncia da resposta imunoldgica adquirida (Almeida, 2009).

3.4  Associagao do HPV com o cancer cervical

A infeccdo persistente pelo virus HPV no colo do Gtero, causada por algum dos 15
gendtipos carcinogénicos, vem sendo associada com o0 surgimento de lesdes cervicais e
carcinoma cervical (Phuthong et al., 2018). Estudos mostram que mulheres com respostas pro-
inflamatoria reduzida para HPV, estdo mais susceptiveis a persisténcia por esse virus, dessa
forma, sdo mais vulneraveis a desenvolver neoplasia cervical (Maragon et al., 2013). Embora
a infeccdo por HPV desempenhe um papel importante no desenvolvimento de les@es cervicais,
estudos mostram que nem todas as lesdes contendo os virus de alto risco progride para tumores
cervicais, e mulheres que séo infectadas pelos tipos virais considerados oncogénicos (HPV 16
e HPV 18), podem nunca chegar a desenvolver uma neoplasia (Lehner, 2003). Esse fato nos
leva & investigacdo de outros fatores associados, como a ineficiéncia da resposta imune do
hospedeiro em combater o virus

Mesmo que exista diversos outros cofatores de risco envolvidos na carcinogénese, é
confirmado em varios estudos que o virus HPV, principalmente o HPV 16 e 18, considerados

de alto risco, é o fator etiologico mais importante no inicio das anormalidades intraepiteliais
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cervicais, sendo Os tipos virais de alto risco identificados em 70% dos casos de cancer cervical
no mundo (Bonin et al., 2017; Gillison et al., 2008; INCA, 2023; WHO, 2010).

Entretanto, embora a taxa de incidéncia da infeccdo por HPV seja elevada (cerca de 604
mil novos casos anualmente no mundo), ela é transitdria, ou seja, desaparece sem o surgimento
de sintomas, espontaneamente pelo organismo do individuo. Uma pequena parcela dessas
infeccbes evolui para um quadro clinico de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), que

corresponde a uma lesdo precursora de cancer (Pratap et al., 2022).

3.5  Prevencao e diagndstico do HPV e cancer cervical

O céncer cervical é uma afeccdo progressiva, a qual é definida por transformacdes intra-
epiteliais, apresentando etapas definidas e evolucdo lenta, podendo evoluir para um estagio
invasivo (Brasil, 2017). No entanto, o diagnostico e tratamento precoces do HPV e lesdes
precursoras de cancer sdo eficientes, devido contribuirem para um tratamento mais rapido e
eficaz podendo evitar a progressao para o cancer cervical invasivo (Davim et al., 2005). Neste
sentido, para a Organizacdo Mundial de Saude (2022), o método mais eficiente, seguro e de
baixo risco para a prevencdo e deteccdo precoce do cancer cervical é a colpocitologia oncética
ou exame Papanicolau (exame citopatolégico do colo do Utero), o qual tem causado
modificacOes efetivas nas taxas de incidéncia e mortalidade por este cancer. Nesse exame ¢
realizada a coleta de amostras do colo do utero para identificar anormalidades, como alteracdes
de caracteristicas morfoldgicas ou nucleares (Santana et al., 2008).

Detectar e identificar o virus HPV é importante para prevenir o surgimento do cancer
uterino, pois este virus é o agente etioldgico da patologia. Desta forma, é possivel realizar o
diagnostico da infeccdo através de exames histopatoldgicos das lesdes, realizados através de
bidpsias, e técnicas moleculares como a hibridizacéo e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR
— polimerase chain reaction), para a prevencdo do cancer cervical, em virtude das limitac6es
que o diagnostico sorologico apresenta em sua precisdo. Quando a infecgéo € identificada no
inicio, é possivel realizar o acompanhamento do paciente para que seja evitado o
desenvolvimento das lesdes precursoras de cancer ou realizar um tratamento precoce (Molijn
et al., 2005). Além disso, em virtude de ser uma infeccdo sexualmente transmissivel, se faz
necessario a utilizacdo de preservativos como forma preventiva, embora ndo ofereca 100% de
protecdo contra o virus HPV. Nao realizar a penetracdo vaginal também ndo garante protecéo

contra a infecgdo, pois estudos mostram que foi identificada a presenca do virus em
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aproximadamente 20% das mulheres que nunca chegaram a ter relagdo sexual (Giraldo et al.,
2008).

3.6 Vacina contra o HPV

A vacinagdo se caracteriza como um método eficiente contra diversas doencas
infecciosas. Visando combater o virus HPV e consequentemente diminuir os casos de lesdes
induzidas por esse virus, duas vacinas foram criadas e fornecidas pelo Sistema Unico de Satde
(SUS) (OSIS; Duarte; Sousa, 2014). O desenvolvimento dessas vacinas para combater o virus
se mostrou a primeira alternativa profilatica, visto que a prevencdo ocorria através do exame
Papanicolau. Sua aprovagdo ocorreu em 2006 pelo Food and Drug Administration (FDA),
agéncia de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) no Brasil (Silva et al., 2009; Zardo et al., 2014).

O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos aprovou a
comercializacdo das vacinas: (1) Cervarix® ou Silgard® (bivalente) fabricada pela
GlaxoSmithKline, contra os HPVs de alto risco, tipos 16 e 18 associados a infeccdes persistente
e progressdo de lesdes percussoras de cancer cervical, e (2) Gardasil® (quadrivalente) fabricada
pela Merck Sharp & Dohme, apresenta protecdo contra quatro subtipos do HPV (6, 11, 16 e
18). Os HPVs de baixo risco, tipos 6 e 11, correspondem a 90% dos casos de verrugas na regido
genital (Castellsague et al., 2011; Gutiérrez-Hoya; Soto-Cruz, 2020). Essas vacinas sdo
formadas por particulas que se assemelham ao virus (virus-like particles - VLP), sintetizadas
pelo gene da proteina L1 presente no capsideo do virus HPV, no entanto, ndo possuem o DNA
viral, sendo incapaz de causar uma infeccdo, atuando na producao de anticorpos para cada tipo
de HPV presente na vacina, que serdo liberados na mucosa genital, para evitar precocemente o
quadro infeccioso (Castellsague et al., 2011; Lin et al., 2010; Silva et al., 2009).

Para a prevencdo de cancer cervical, o Ministério da Saude (MS) utiliza a vacina
quadrivalente para imunizar a populagéo brasileira, preferencialmente entre 9 e 14 anos, pois €
guando ela é mais eficaz. Esses adolescentes receberam duas doses da vacina (0 e 6 meses) com
intervalo de seis meses. Mulheres e homens dos 9 a 45 anos com HIV (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), recebem um esquema de trés doses da vacina (0, 2 e 6 meses),
sendo recomendado antes de iniciar a vida sexual (Brasil, 2023).

Além dessas vacinas contra o0 HPV, foi fabricada uma terceira vacina, a Gardasil9 ou
HPV9 (nonavalente), que protege contra nove tipos de HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 53 e 58)
(Joura et al., 2015). Desde marco de 2023, o uso dessa vacina foi aprovado no Brasil contra o
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HPV. Um estudo randomizado com 14.215 mil mulheres entre 16 a 26 anos, para avaliar a
eficdcia e a imunogenicidade da Gardasil9 contra infeccbes e céncer uterino, verificou
eficiéncia da vacina contra lesfes de alto grau, apresentando uma taxa de 96,7% (IC = 95%,
80,9-99,8) para mulheres vacinadas com a HPV9. Nesse sentido, enquanto que a vacina
quadrivalente protege em 70% contra o HPV, a vacina nonavalente protege em cerca de 90%
contra infec¢des causadas pelo papilomavirus e lesdes percursoras de cancer cervical (LEVI,
2023).

3.7 Citocinas

Citocinas sdo moléculas de polipeptideos ou glicoproteinas com peso molecular que
varia de 8 a 30 kDa (Quilodalton), hidrossolUveis e extracelulares, capazes de apresentar um
carater pleiotropico, de modo que uma mesma citocina pode apresentar efeitos sobre varios
tipos de células, e as mesmas podem ser produzidas e secretadas por diferentes tipos celulares
do sistema imune (DUVLIS et al., 2020). Elas podem ser categorizadas com base na resposta
inflamatdria, sendo pro-inflamatoérias (Thl), quando atuam aumentando a resposta imune,
sendo elas as interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 7 e o fator de necrose tumoral (TNF); e anti-
inflamatorias (Th2), quando agem de forma atenuada, como as interleucinas (IL) 4, 10, 13 e
fator transformador do crescimento — beta (FTCp), esta variagdo esta relacionada com o
microambiente que a citocina esté inserida (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas sdo moléculas responsaveis por conduzir a resposta inflamatéria aos locais
de infeccdo e lesdo, contudo nao € possivel classifica-las de acordo com a célula de origem ou
funcdo bioldgica, dessa forma, sdo agrupadas em interleucinas (IL), recebendo numeracéo (IL-
1 a IL-35), fatores de necrose tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons
(IFN) e fatores de crescimento (FTC) (OLIVEIRA et al., 2011). Neste sentido, pode ser
observado na literatura diversos estudos que tem o objetivo de investigar a associacdo de
polimorfismos em gene de citocinas, que conseguem atuar diretamente modulando a resposta
imunolégica ou sua associagdo com infeccdes e suscetibilidade genética a inimeras doencas,

como a infecgdo pelo HPV e o cancer cervical (PEREIRA et al., 2020).
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3.8 Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP)

Polimorfismos sdo variacGes genéticas que ocorrem na sequéncia de DNA, como
consequéncia de mutagdes, podendo surgir de formas variadas, como: Numero Varidvel de
Repeticdes em Tandem (VNTR do inglés, variable number of tandem repeats), que consiste na
alteraco do padréo de repeticéo de nucleotideos, e o Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP
- do inglés, single nucleotide polymorphism), ou seja, a troca de um nucleotideo por outro. Os
polimorfismos do tipo SNPs, se apresentam como os mais conhecidos e frequentes nos
genomas, podendo ser encontrados em regides distintas de um gene (éxons, introns e regies
reguladoras) (BALASUBRAMANIAN et al., 2004).

Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) é considerada a classe mais geral de
polimorfismos que surgem a partir de alteragbes em uma Unica base de nucleotideo na sequéncia
de DNA. Dessa forma, realizando a analise de polimorfismos nos genes de citocinas é possivel
determinar perfis genéticos distintos, tracar relacdes entre populacbes e compreender o papel

que exercem na susceptibilidade genética a diversas doencas (MARAGON et al., 2013).

3.9 Interleucina - 10

A Interleucina 10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatéria, com funcbes
imunossupressoras, em especial quando ocorre uma resposta imune para combater organismos
estranhos que invadem o corpo e células tumorais, resultando numa diminuicdo na eficiéncia
do processo de eliminacdo dos virus, a exemplo do HPV, favorecendo a permanéncia da
infeccdo por esse virus, produzindo um microambiente imunossupressor, acelerando o
crescimento do tumor (PARADKAR et al., 2014; ZIDI et al., 2015). A IL-10 tem como
principal fonte os linfocitos T, conseguindo diminuir a producdo e impedindo a acdo de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL -2, IL-6, IL-12, TNF-a e INF-y), afetando uma resposta
inflamatdria eficaz contra patégenos (BIJJIGA; MARTINO, 2011; CHARGAS et al., 2013).
Além disso, ela impede a ativacdo dos macrdéfagos, que sdo responsaveis por iniciar a resposta
imune e a eliminacdo de células danificadas e antigenos no organismo (GUO et al., 2018).

As inibicdes realizadas pela IL-10 afetam a qualidade das respostas imunes,
contribuindo para a instalacdo de virus, favorecendo o aparecimento de lesdes cervicais apos a
infeccdo pelo virus HPV (GUO et al., 2018; STANCZUK et al., 2001). Foi observado na
literatura que 40 variantes de SNP no gene da IL-10 podem desempenhar um papel crucial no

desenvolvimento de alguns tipos de cancer, como cancer gastrico, de mama, pulméo, colorretal
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e cancer cervical (BERTI et al., 2017). Altos niveis de IL-10 foram encontrados na secre¢do
cervico-vaginal de mulheres com HSIL associado a infecgéo causada pelo HPV (MHATRE et
al., 2012). E os niveis séricos de IL-10 se apresentaram altos em mulheres com HSIL e cancer

cervical invasivo, em comparagdo com mulheres saudaveis (FENG et al., 2012).

3.10 SNP IL-10-819 C>T (rs1800871)

O gene da citocina IL-10 esta localizado no cromossomo 1 entre 1931 e 1932, tendo um
comprimento de 5 quilobases (kb), que compdem 5 éxons responsaveis por codificar a citocina.
Diversos polimorfismos estdo presentes em diferentes regides do gene IL-10. Os mais
conhecidos e estudados séo: -1082 A>G, -819 C>T e -592 A>C, e um no éxon 5 (+117) (Figura
4).

Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura e localizacdo do gene IL-10 no cromossomo
1 e os polimorfismos presentes nessa regiao
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Legenda: Ex: éxons; SNPs -1082 A>G, -819 C>T, -592 A>C localizados na regido promotora do gene I1L-10.
Fonte: COSTA et al. (2013).

Estudos mostram que a atividade transcricional do gene IL-10 pode ser regulada pelo
haplotipo de trés SNPs que estdo localizados na regido promotora do gene, sdo eles: -1082 A>G,
-819 C>T e -592 A>C (ESKDALE et al., 1997; KIM et al.,, 1992). Estes SNPs afetam
diretamente a atividade transcricional do gene IL-10, ocorrendo aumento ou diminui¢do nos
niveis de expressao génica. Foi verificado no estudo de Tesse et al., (2012), que o haplétipo
GCC (-1082, -819, -592) mostrou aumentar significativamente os niveis de producédo da IL-10.
Ja no estudo de Singhal et al., (2015), o haplétipo GTC (-1082, -819, -592) aumentou 0s niveis
séricos de IL-10 em mulheres diagnosticadas com carcinoma cervical.

Uma importante variavel no gene IL-10 é o SNP -819 C>T (rs1800871), presente na
regido promotora, denominado assim pois esta localizado a 819 nucleotideos anteriormente ao

inicio da regido transcrita, e sua variante consiste na troca por substituicdo de uma Citosina (C)
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por uma Timina (T). Nesse sentido, este SNP foi associado a expressao diferencial do referido
gene, de modo que individuos portadores do alelo T apresentaram maiores niveis de transcricdo
de RNAmM e expressao de proteinas (TORRES-POVEDA et al., 2017). Esta variacdo genética
do hospedeiro esta associada as diferentes respostas imunoldgicas, podendo estar relacionada
com a suscetibilidade/protecdo de algumas doengas. Com base nos resultados de estudos
presentes na literatura, 0s SNPs que fazem parte da regido promotora do gene IL-10, conseguem
atuar na expressdo da citocina, influenciando na susceptibilidade a doencas como o cancer

cervical.
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4 METODOLOGIA

4.1 Busca de dados

As buscas se iniciaram em junho de 2021, nas bases de dados PubMed, Science Direct,
Embase, Portal Regional da BVS, Scopus e Web of Science, sem restri¢cdes de tempo e idioma.
A pergunta de pesquisa foi elaborada com base no acronimo PECOS com Populacéo (P):
mulheres maiores de 18 anos de qualquer parte do mundo; Exposicdo (E): Polimorfismos no
gene que codifica a IL-10; Controle (C): Mulheres saudaveis; Outcome/Desfecho (O): Cancer
cervical; e Tipo de Estudo (S): Caso-Controle. A pergunta foi sintetizada da seguinte forma: “O
polimorfismo -819 C>T (RS1800871) no gene que codifica a Interleucina-10 esta relacionado
ao risco de desenvolver cancer cervical em mulheres infectadas por HPV no Agreste
Alagoano?".

A estratégia utilizada para realizar as buscas de artigos foi construida utilizando os
operadores booleanos AND e OR, e descritores do DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude).
Houve também a adi¢do de sindnimos na estratégia de busca, tendo em vista as varias formas
de escrita dos descritores. A estratégia ficou da seguinte forma: (“Interleukin-10” OR IL-10)
AND (expression OR serum OR levels) AND (“HPV” OR “human papillomavirus”) AND
(“cervical cancer” OR “cervical carcinoma”). Durante a selecdo dos artigos foram utilizados os
seguintes critérios de inclusdo: artigos provenientes de estudos primarios; estudos do tipo caso-
controle; estudos que abordem a relacdo de polimorfismos no gene IL-10 e associa¢do com 0
cancer cervical, sem restringir idiomas. E os critérios de exclusdo foram: revisdes e artigos que
ndo respondessem a pergunta de pesquisa e que ndo apresentassem frequéncias genotipicas e
alélicas.

Os resultados das buscas foram registrados no software Microsoft Office Excel
Professional Plus 2019 e selecionados com base nos critérios citados. Os registros que foram
obtidos nas buscas tiveram as duplicatas retiradas e seguiram para a etapa de leitura de titulo e
resumo, sendo selecionados os artigos que abordassem os critérios de inclusdo. Em seguida, foi
realizada a leitura de texto completo, e excluidos os artigos que ndo atendessem aos critérios de

inclusao.
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4.2  Aspectos éticos e desenho do estudo

Este estudo ¢é do tipo caso-controle, no qual o grupo caso, é composto por mulheres
maiores de 18 anos que residem no agreste alagoano e que ja iniciaram a atividade sexual. Para
formar o grupo caso, foram seguidos os seguintes critérios de inclusdo: mulheres diagnosticadas
com cancer cervical, confirmado por bidpsia, oriundas do atendimento no SUS do Agreste
Alagoano, apresentando resultado positivo para a infecgdo do virus HPV. Ja o grupo controle,
foi formado por mulheres saudaveis, sem alteracBes do epitélio cervical e com diagndstico
negativo para HPV. Os critérios de exclusdo foram: mulheres imunossuprimidas, com
imunodeficiéncia, menores de 18 anos e gravidas. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) em janeiro
de 2015, sob o parecer nimero 921.700 (ANEXO 1). As mulheres que aceitaram participar da
pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) autorizando sua
participacdo (ANEXO II).

4.3  Coleta e armazenamento do material biologico

As amostras foram coletadas de mulheres que tinham realizado o exame Papanicolau,
atendidas pelas unidades de atencdo primaria do municipio de Arapiraca (AL), vinculados ao
Sistema Unico de Satde (SUS), no periodo de novembro de 2014 a dezembro de 2015, para
serem utilizadas no rastreamento do cancer cervical. Por meio do exame, foram coletados 0s
seguintes materiais bioldgicos: sangue periférico, células do esfregaco da mucosa oral, células
do esfregaco do colo uterino e tecido parafinado, ambos coletados com auxilio de escova
citoldgica (Cytobrush®) e espatula de Ayre, por discentes do curso de enfermagem que foram
capacitados pela UFAL, o0s quais estavam sendo supervisionados a todo momento por
enfermeiros das unidades béasicas. As amostras foram encaminhadas sob refrigeracdo para
analise no Laboratorio de Biologia Molecular e Expressdo Génica (LABMEG), localizado no
campus Arapiraca — UFAL, conservadas a -80% °C, onde receberam numeracao para preservar
a identidade das participantes. As participantes da pesquisa apresentaram resultados citologicos
considerados dentro da normalidade, dessa forma, para compor 0 grupo caso, foi necessario
utilizar um banco de amostras do Nucleo de Prevencgédo e Diagndstico de Cancer (NPDC) do
municipio de Arapiraca. Esse banco apresentava 141 amostras com diagnéstico confirmado

para o carcinoma cervical, no periodo entre 2015 a 2017.
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4.4  Extracdo do DNA humano e viral

A extracdo do DNA genémico humano das amostras de células do esfregaco do colo
uterino, sangue periférico e tecido parafinado foi realizada com base no protocolo do fabricante
do kit comercial Promega® (Company Eppendorf, Hamburg, Germany). Para a extracdo do
material genético de células do esfregago da mucosa oral, foi utilizado o método NaCl, etanol
a 70%-99,8%, e proteinase K diluida em 10 mg/mL seguindo as instrugdes do método salting
out. Apds a extracdo, as amostras de DNA foram armazenadas a -20° C em tubos de 1,5mL,

nomeados com um cédigo de identificacdo atribuido a cada uma das participantes do estudo.

45  Quantificacdo e verificacdo do estado do DNA

A concentracdo e pureza do DNA extraido passou por uma analise utilizando a técnica
de espectrofotometria (Biophotometerplus, Eppendorf), pela razdo das absorbancias nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm (nanémetro), no qual os resultados que estiveram entre
1,7 e 1,9 tiveram um DNA mais puro. Em seguida, o material genético foi verificado em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etidio e submetido a eletroforese a 100 V (volts) por 80
minutos. O DNA foi visualizado através do transluminador com luz UV (Ultra Violeta) e, para
verificar a integridade do material genético, foi utilizado o equipamento de captura de imagem
L.Pix Transilluminator (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), onde foi possivel fotografa-

lo para posterior analise.

4.6  Deteccdo viral

As amostras que tiveram uma concentracao satisfatoria (>20 ng/uL) e um DNA em um
bom estado apo6s a verificagdo no gel, foram submetidas a amplificacéo pela Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction), utilizando primers para realizar a
deteccdo do gene da f-actina humana: forward (5°- AGCGGGAAATCGTGCGTG - 3’) e
reverse (‘5 - GGTGATGACCTGGCCGTC - 3°), que consegue amplificar um fragmento de
134 pb, utilizado para verificar a qualidade do DNA e também como controle interno da reacao.
Para amplificacdo dos fragmentos de DNA foi utilizado o equipamento termociclador Swift®
de ESCO®, por meio das seguintes condicdes: desnaturagéo inicial a 95°C por 2 minutos, 40

ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C



35

por 1 minutos, 1 ciclo com extenséo final a 72°C por 5 minutos.

As amostras que amplificaram para o gene f-actina humana foram designadas a
deteccao viral utilizando a PCR com os primers MY09 (‘5-CGTCCMARRGGAWACTGAT
C-3’) e MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG- 3’) para amplificacdo do gene LI,
localizado no material genético do virus HPV. Para diminuir a probabilidade de resultados
falso-positivos e obter um diagnostico mais sensivel, foi realizada a técnica de Nested-PCR,
utilizando os iniciadores GP5+ (5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) GP6+ (5’-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’). A PCR de ambos iniciadores foi realizada
utilizando o termociclador Swift® de ESCO®, com 12,5uL de volume final, contendo 6,25uL
de GoTaq® Green Master Mix (Promega®), 1uL de cada primer (Forward-FW e Reverse-RV)
e 3,25uL de H20 livre de nucleases, de acordo com o protocolo de Demathe et al. (2010).

Os resultados obtidos em cada reacdo foram submetidos a eletroforese com voltagem
constante de 100 volts e as bandas visualizadas em gel de agarose a 2%, corado com brometo
de etidio, e fotografado pelo aparelho L.Pix Transilluminator (Loccus Biotecnologia, S&o
Paulo, Brasil). Assim, a presenca da banda de beta-actina confirma a presenca de DNA humano,
e MY e GP confirmam a presenca de DNA viral. Na Tabela 4 podem ser observadas as
informacdes sobre a sequéncia dos primers utilizados na deteccdo do HPV, assim como 0s
ciclos e o tamanho dos fragmentos esperados na amplificagdo por PCR.

Tabela 4 — Primers e condic¢des da reagdo utilizados na deteccdo do virus HPV com base na
técnica nested Polymerase Chain Reaction (nPCR).

Tamanho
Iniciadores Ciclos de reagéo do Gene Alvo
fragmento
MYQ09 95° por 2min.
5’ - CGTCCMARRGGAWACTGATC -3’ 95° por 30s
55° por 1min 34x 450 pb L1 de HPV
MY11 72° por 1min
5’ - GCMCAGGGWCATAAYAATGG - 3° 72° por 5min
GP5+ 95° por 2min.
5 -TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC -3’ 95° por 1min
45° por 1min 35x 150 pb L1 de HPV
GP6+ 72° por 1min

5’ -GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3*  72° por 5min

Fonte: Autor desta pesquisa, (2023).

4.7  Genotipagem do polimorfismo
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A genotipagem do polimorfismo no gene do I1L-10 (-819C>T (rs1800871) foi realizada
por PCR em tempo real, por meio do método de discriminag&o alélica utilizando sonda TagMan.
O volume final da reagao foi de aproximadamente 10uL, contendo SuL. de solucao TagMan
Genotyping Master Mix (Applied Biosystems®), com TagDNA polimerase,
desoxirribonucleotideos trifosfatados e tampao com MgCI2); 0,125uL. de sonda referente ao
SNP rs1800871 (IL-10 -819C>T) e 4,87uLL de DNA extraido (4 ng/uL). As reagdes ocorreram
utilizando o equipamento ABI StepOneplus da Applied Biosystems® de acordo com as
seguintes condicgdes: desnaturacdo inicial 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturacdo a 92 °C por 15s, anelamento e extensdo 60 °C por 1 min. Em todas as reacgdes
foram utilizados os controles negativos, formados por todos o0s reagentes, exceto a amostra de
DNA. Os resultados das reacdes foram fornecidos pelo StepOne Software versdo 2.2.2 em

forma de graficos com as curvas de amplificacdo da discriminacdo alélica de cada participante.

4.8 Analises estatisticas

Para obter o resultado das analises estatisticas, foi utilizado o software SPSS 23.0.
Através do teste de qui-quadrado (x?) foi possivel testar as frequéncias genotipicas quanto ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Por meio da regresséao logistica foi possivel comparar
as associacdes genotipicas e alélicas entre os grupos, e obter os valores de associa¢do e Odds
Ratio (OR) com intervalo de confianca (IC) de 95%, na qual o valor de OR<1 est4 associado a
protecdo e OR>1 por sua vez, indica susceptibilidade/risco. Diferentes modelos genéticos
(codominante, dominante, recessivo, sobredominante e log aditivo) foram utilizados para se
chegar ao resultado das associa¢Ges genéticas. Valores de p menor que 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O poder da amostra foi analisado através do software Gpower

versdo 3.0, utilizando os testes Qui-quadrado, Goodness-of-fit: Contingency tables e Post hoc.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Aspectos gerais

Utilizando a estratégia de busca mencionada na metodologia, foram identificados 543
documentos. Durante a etapa de selecdo e aplicacdo dos critérios de elegibilidade, foram
retirados da avaliacdo 507 artigos. Destes, 90 estavam duplicados, 112 eram revisdes, 210 nédo
abordavam a temética do estudo e 50 ndo respondiam a pergunta de pesquisa. Dos 81 estudos
selecionados para leitura na integra, 45 foram excluidos por ndo se enquadrarem nos critérios
de inclusdo. Apos a aplicacdo dos critérios de elegibilidade, 36 artigos foram incluidos na
sintese qualitativa (Figura 5), sendo utilizados na construcéo dos topicos desse presente estudo,
e além desses artigos, foi realizada novas buscas nas bases de dados para complementar as

informacdes.
Figura 5 — Fluxograma de selecdo dos estudos
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Fonte: Autor desta pesquisa (2023).
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As caracteristicas gerais dos grupos cancer cervical e controles saudaveis s&o
apresentadas na Tabela 5, como idade, infeccdo pelo HPV e tipo de cancer do colo do Gtero. A
distribuicao por faixa etaria (<35 anos, 36-50, >50) ndo apresentou diferenca significativa entre
0s grupos (p=0,144). No grupo caso, o tipo de cancer cervical mais frequente foi o carcinoma
de células escamosas (in situ) com 77,8% (n=35), e 0 menos frequente foi o adenocarcinoma
(invasivo) com 4,4% (n=2) (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracterizacdo dos grupos cancer cervical e controles saudaveis

Idade (Média) *CCn (%) Controles n (%) %2 P

Idade por faixa etaria

<35 anos 10 (22,2%) 58 (32,4%) 3.873 0.144
36-50 26 (57,8%) 54 (30,2%)
>50 9 (20%) 48 (26,8%)
N&o relataram idade 0 (0%) 19 (10,6)
Infeccéo pelo HPV

HPV-positivo 45 (100%) 0 (0%)
HPV-negativo 0 (0%) 179 (100%)
Tipo de cancer

Carcinoma de células escamosas (in situ) 35 (77,8%)

Carcinoma de células escamosas (invasivo) 4 (8,9%)

Adenocarcinoma (in situ) 4 (8,9%)

Legenda: *CC = carcinoma cervical.
Fonte: Autor desta pesquisa (2023).

52  Deteccdo do HPV

As mulheres que participaram da pesquisa nas unidades basicas de saude, foram
submetidas ao exame preventivo de rotina e apresentaram resultados negativos para a infecgédo
pelo HPV, totalizando 179 participantes, as quais foram incluidas no grupo controle. Dessa
forma, foi utilizado um banco de amostras de mulheres diagnosticadas com cancer cervical do
Nucleo de Prevencdo e Diagnostico de Cancer (NPDC), do municipio de Arapiraca no periodo
entre 2015 a 2017, para compor o grupo caso. Essa amostra continha 141 blocos de tecido
parafinado, no entanto, 96 ndo amplificaram na PCR do controle interno e da deteccdo viral,

com isso, 0 material genético ficou degradado apés a realizacdo da extracdo do DNA. As
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amostras que amplificaram (n=45) apresentaram HPV positivo, com isso 0 grupo caso foi
composto por 45 amostras (tabela 5). Para obter o diagnéstico molecular do HPV, foi realizado
um nPCR convencional com os primer fS-actina humana (Forward-FW e Reverse-RV),
MYQ09/MY11 e GP5+/GP6+. Os resultados foram visualizados em gel de agarose a 2% corado
em brometo de etidio, como mostra nas figuras 6, 7 e 8.

Figura 6 — Gel de eletroforese da PCR com os primers B-actina humana para controle interno
da deteccdo do HPV

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 C+ C-

Legenda: L- ladder 100pb; 1-12: amostras; C+: controle positivo;
C-: controle negativo; tamanho do fragmento: 134pb.
Fonte: Autor desta pesquisa (2023).

Figura 7 — Gel de eletroforese da PCR com primers MY09/MY 11 que anelam na regido L1 do
HPV para deteccgéo viral

L1 23 A 560 7 =8 9:40 11 12: 13 14 15 :16:C-

. -

Legenda: L- ladder 100pb; 1-16: amostras; C-: controle negativo; tamanho do fragmento: 450pb.
Fonte: Autor desta pesquisa (2023).
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Figura 8 — Gel de eletroforese da nPCR com primers GP5+/GP6+ que anelam na regido L1 do
HPV para detecgéo viral

XSS 4 5 6 7 8 910°E 11 1271371415167 1/ CriC-

HPV+ HPV+ HPV+ HPV+ HPV+

5 h A N aly

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

Fonte: Autor desta pesquisa (2023).

5.3  Genotipagem por discriminacéo alélica

A genotipagem do SNP IL-10 -819C>T (rs1800871) foi realizada por discriminacéo
alélica pela PCR em tempo real, como descrito na metodologia. A tabela 6 apresenta a
distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas referente ao SNP (rs1800871). Apds a
realizacdo da genotipagem, foi observado que a frequéncia do genétipo homozigoto -819C/C
(49,1%) se apresentou mais frequente no grupo controle. J& o genétipo heterozigoto -819C/T
(57,1%), foi mais predominante no grupo caso. Uma associagdo significativa foi observada
entre 0 SNP IL-10 -819 C/T e o cancer cervical (Tabela 6).

O genoétipo -819C/T (57,1%) no modelo codominante, teve uma frequéncia maior no
grupo caso, em relacéo ao genotipo -819C/C (28,6%), quando comparado ao grupo controle (-
819C/T (38,9%) e -819C/C (49,1%)). Dessa forma, o gendtipo -819C/T foi associado com o
aumento do risco para cancer uterino e HPV positivo (p=0,035; OR com 95% IC = 2.52 [1.07-
5.97]). Ao realizar a adi¢do dos genotipos -819C/T+TT no modelo dominante, estes foram
significativamente mais frequentes no grupo caso em relacéo ao grupo controle. Neste sentido,
os carreadores do alelo -819T também foram associados com o0 aumento do risco para o cancer
cervical em mulheres infectadas pelo HPV (p=0,037; OR com 95% IC = 2.41 [1.06-5.50]). Esta
associacdo apresentou um poder amostral de 99%, indicando que a amostra € representativa

para esta analise. Todos os resultados sugerem que os carreadores T (-819C/T+TT) podem
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aumentar o risco para o cancer cervical, em mulheres infectadas por HPV.

Tabela 6 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP 1L-10 -819 C>T e suas

associagcfes com o carcinoma cervical

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

Legenda: *CC = carcinoma cervical; 2EHW = Equilibrio de Hardy Weinberg
Fonte: Autor desta pesquisa (2023).

A Interleucina 10 é uma citocina anti-inflamatéria que apresenta atividades
imunossupressoras, geralmente quando ocorre uma resposta imune contra organismos
estranhos que invadem o corpo, assim como, durante infeccdes por virus (Paradkar et al., 2014).
Alguns estudos mostraram que os niveis de expressao de IL-10 aumentaram em lesdes cervicais
e infec¢des virais (MIN; PU; GU, 2018). No estudo de Torres-Poveda et al., (2016), pacientes
com cancer cervical apresentaram altos niveis séricos de IL-10, em comparacdo com mulheres
saudaveis. Devido as suas propriedades imunossupressoras, a IL-10 é capaz de desempenhar
um importante papel na formacdo de um microambiente favoravel a evaséo da resposta imune
contra o virus HPV e a progresséo de lesdes precursoras de cancer uterino (PRATA et al., 2015).

Quando h& um predominio de 1L-10, ocorre uma diminuigdo na producgdo de citocinas
pro-inflamatorias, como o INFy e TNF-a que desempenham fungGes importantes na atividade
antiviral e antitumoral, prejudicando uma resposta inflamatoria contra patogenos (Bijjiga;
Martino, 2011; Chargas et al., 2013). Diante disso, os altos niveis de I1L-10 contribuem para
possibilitar um efeito imunossupressor contra o virus HPV, tornando possivel o surgimento de
infecgdes e cancer uterino. Segundo alguns estudos, os polimorfismos —1082 A/G, =592 A/C e

—819 T/C, presentes no gene IL-10, podem afetar os niveis de expressdo génica (Khorrami et



42

al., 2022). Dessa forma, esses SNPs podem apresentar associacdo significativa com a
susceptibilidade ao cancer cervical.

Neste estudo foi observado que o gendtipo -819C/T e os carreadores T (-819C/T+TT),
foram associados com o risco aumentado de desenvolver cancer cervical em mulheres
infectadas por HPV. Em consonancia com esses resultados, no estudo de Du et al., (2019),
realizado na china com 1.072 mulheres, o gen6tipo heterozigoto -819C/T apresentou associagao
de risco para cancer cervical (p=0,013; OR = 1,290; 95% CI = 1,055-1,577), e a combinacgéo
dos gendtipos CC e CT foi significativa no modelo dominante (p = 0,028; OR = 1,239; 95% ClI
= 1,023-1,501). No estudo de Torres-Poveda et al., (2016), foi encontrado um aumento
significativo dos genotipos CT + TT combinados (p = 0,006; OR = 2,08; 95% CI = 1,237-
3,514) e do alelo T (p = 0,003; OR = 1,67; 95% CI = 1,192-2,353) em um grupo de 150
mulheres com o cancer cervical. Alguns estudos nao encontraram associacao significativa entre
0 SNP -819C>T e lesdes ou carcinogénese cervical (Chagas et al., 2013; SinghaL et al., 2015).

Estudos recentes investigaram os polimorfismos -1082 A>G e -592 C>A da regido
promotora do gene IL-10, e descobriram que eles estavam associados com o cancer do colo do
utero, de modo que a presenca desses SNPs aumentou os nhiveis séricos do gene contribuindo
para um ambiente favoravel para infecces (KHORRAMI et al., 2022; PRATAP et al., 2022).
De acordo com o estudo de Singhal et al., (2015), com 506 mulheres indianas, o haplétipo GTC
das variantes (-1082, -819, -592) da regido promotora do gene da IL-10, possui associagdo com
o alto nivel sérico de IL-10 e suscetibilidade ao cancer cervical (p = <0,0001; OR= 2,99). Em
outro estudo, os niveis séricos de IL-10 aumentaram em mulheres com HSIL e cancer cervical
invasivo, em comparacdo com mulheres saudaveis (Feng et al., 2012).

Observa-se que, o papel da IL-10 na carcinogénese cervical ainda ndo esta claro na
literatura, no entanto, estudos que avaliaram o polimorfismo -819C/T mostraram que as
mulheres com HPV, e que sdo portadoras do alelo T, sdo mais suscetiveis a desenvolverem
cancer cervical (Torres-Poveda et al., 2017; Zidi et al., 2015). Assim, diversos estudos tém
relacionado os polimorfismos de citocinas com o surgimento e progressdo de lesbes e
carcinoma cervical, pois esses polimorfismos podem afetar o nivel de expressao de IL-10,
estando diretamente correlacionado com a gravidade dos canceres cervicais (Barbisan et al.,
2012; Bermudez Morales et al., 2011; Marangon et al., 2013; Singhal et al., 2015). Dessa forma,
a associacdo entre a expressdo de IL-10 em lesdes cervicais e a infeccdo por HPV pode
contribuir para um microambiente imunossupressor, elevando a proliferacdo celular e o

desenvolvimento tumoral. O presente estudo colabora para entender melhor o papel dos
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polimorfismos da citocina IL-10 no processo de carcinogénese cervical, 0s quais sdo potenciais
biomarcadores imunoldgicos de susceptibilidade ou protecdo para o cancer cervical.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados, os carreadores do alelo T (C/T+T/T) do SNP -819C>T
(rs1800871) do gene da IL-10, foi associado com o aumento do risco de desenvolvimento do

cancer cervical em mulheres infectadas por HPV no Agreste Alagoano.
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ANEXO A — Parecer consubstanciado de aprovacado da pesquisa pelo Comité de ética e
pesquisa da UFAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALAGOAS %Oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Polimorfismo genético dos pacientes com dengue no estado de Alagoas e a sua
relacao com a infec¢ao e progressao da doenca

Pesquisador: Elaine Virginia Martins de Souza Figueiredo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 18558913.1.0000.5013

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Alagoas

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE ALAGOAS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 405.940
Data da Relatoria: 04/10/2013

Apresentacao do Projeto:

Infecgoes pelo virus da dengue ocorrem em mais de 100 paises. A infecgao pode causar dengue classica
(DF), que se caracteriza por um estado febril, ou pode progredir para uma dengue hemorragica (DHF)
caracterizada por manifestagoes como a sindrome hemorragica de choque na dengue (DSS). Esse € um
estudo de casos e controles que busca demonstrar, a exemplo de outros ja realizados, a relagao entre os
polimorfismos genéticos no sistema imune inato humano e respostas diferenciais a infecgao ocasionada
pelo Virus da dengue, de forma que estejam associados com uma maior susceptibilidade a esta infeccao,
promovendo uma progressao mais grave para a doenga. Os pacientes e casos controle do

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

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Enderego: Campus A . C Simdes Cidade Universitaria

Bairro: Tabuleiro dos Martins CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 Fax: (82)3214-1700 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALAGOAS asil

Continuagdo do Parecer: 739.340

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

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

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

infeccdes por HPV;

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

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

- Identificar a correlagao dos polimorfismos com os fatores ambientais para a predisposigao de infecgao por
HPV com a construgdo do banco de dados;

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

- Realizar diagnésticos de biologia molecular e celular na plataforma diagnostica;

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

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

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

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

serao divulgados em encontros cientificos e em publicagao em revistas especializadas.

Beneficios:

Todos os resultados serao analisados com o intuito de gerar e ampliar o conhecimento sobre o polimorfismo
na doencga e informacgdes referentes ao acompanhamento, caso esteja ocorrendo com algum dos sujeitos .
Obter na populagao de estudo a frequéncia génica na populagao normal e com HPV, bem como o efeito do
polimorfisme no organismo com a doenga.

O Relator ndo entende que a minimizagéo dos riscos encontrem-se adequados a resolugdo

Enderego: Campus A , C Simbes Cidade Universitaria

Bairro: Tabuleiro dos Martins CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 Fax: (82)3214-1700 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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Continuagdo do Parecer; 739.340

466/12.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
Todos os termos foram apresentados de acordo com a Resolugao 466/12

Recomendacoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

As solicitagées apontadas para adequacgao do protocolo de pesquisa foram realizadas, portanto o mesmo

encontra-se de acordo com a 466/12.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

MACEIQ, 05 de Agosto de 2014

Assinado por:
Deise Juliana Francisco
(Coordenador)

Enderego: Campus A . C Simdes Cidade Universitaria

Bairro: Tabuleiro dos Martins CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 Fax: (82)3214-1700 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe com
consentimento livre e esclarecido dos participantes, individuos ou grupos que, por si e/ou

por seus representantes legais, manifestem a sua anuéncia a participa¢do na pesquisa.”

(Resolucdo n° 466/12 — V, do Conselho Nacional de Saude).

Vocé esta sendo convidado para participar, como voluntéria, na pesquisa “ANALISE
DE POLIMORFISMOS EM GENES RELACIONADOS COM HPVY EM AMOSTRAS
CERVICAIS NAS PACIENTES ATENDIDAS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE DO
AGRESTE ALAGOANO”. Apos ser esclarecida sobre os objetivos do projeto, € no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento que esta em duas vias. Uma delas é sua e a
outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizada de forma alguma.
Em caso de duvida vocé pode procurar o comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de
Alagoas pelo telefone (82) 3214-1041.

Os objetivos principais deste estudo constituem o desenvolvimento de métodos de
diagnostico precoce, rapido, eficiente e de baixo custo para doencas causadas pelo
papilomavirus, como por exemplo, o cancer do colo do utero, bem como, a formulacédo de
novos medicamentos que possam ser usados na prevencgéo da infec¢do ou no tratamento da
doenca causa por este micrébio.

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

A) Sua contribuicdo consiste na doacdo de sangue e/ou SWAB bucal (utilizando a
escovinha com uma leve press@o na mucosa da boca), células epiteliais e/ou biopsia
para diagnosticos laboratoriais a partir de amostras da regido perineal, vulva, vagina
e/ou colo do Gtero. A coleta de sangue ndo faz parte do procedimento padrdo de
exames ginecoldgicos implementados pelo Ministério da Saude, sendo este um
desconforto adicional. O estudo consistird ainda em entrevista semi-estruturada e
acesso ao seu prontuario, arquivado na unidade de satde em que ele esteja arquivado,

municipio de Arapiraca - AL.
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B) Neste projeto, sua identidade sera totalmente preservada. Fica claro que vocé como
participante ndo tera ganho ou perda financeira relacionada com a participacdo no

projeto, e a qualquer momento pode desistir de colaborar da pesquisa.

C) Com a participacdo no projeto as informagdes geradas pelo diagnostico serdo
informadas através da equipe do posto de satde em que vocé foi atendida, e no caso

de necessidade de tratamento sera dado o encaminhamento devido.

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

(a) do resultado da minha contribuicdo e da pesquisa em geral.

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

principalmente aos colaboradores do referido projeto.

F) O estudo se destina as mulheres atendidas nas unidades de salde publica do
municipio de Arapiraca - AL. Esse estudo comecard em Maio 2014 e terminara em
Maio de 2016.

Tendo sido convidado(a) a participar como voluntario(a) do estudo; recebi da
pesquisadora Prof?. Dr2 Karol Fireman de Farias do curso de graduag&o em enfermagem —
UFAL - Campus Arapiraca, responsavel por sua execucéo, as seguintes informacdes que me

fizeram entender sem dificuldades e sem dividas 0s seguintes aspectos:

Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas
do estudo. Que as informacdes conseguidas através da minha participacdo no estudo ndo
permitirdo a identificacdo da minha pessoa, exceto pelos responsaveis, e que a divulgacao

das mencionadas informacdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.
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Que ndo haverd ressarcimento de despesas, caso eu apresente algum custo na
realizacdo desta pesquisa e de que eu nédo serei indenizado por qualquer dano que venha a

sofrer com a participacdo na pesquisa.

G) Caso aceite participar, uma copia deste termo onde consta o nome, telefone e
endereco do principal pesquisador, sera disponibilizada para o esclarecimento de

duvidas sobre o desenvolvimento projeto a qualquer momento.

Declaro ter recebido as devidas explicagdes sobre a referida pesquisa, que a
participacdo é voluntaria e que minha desisténcia podera ocorrer em qualquer momento sem

que ocorram quaisquer prejuizos fisicos, mentais ou no acompanhamento deste servico.

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

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

fone: , aceito participar desta pesquisa.

1 Nome da mae:

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

Domicilio (rua, praga, conjunto): Bloco, n°
Complemento: Bairro:
CEP/cidade: Telefone:

Ponto de Referéncia:

2 Endereco da responsavel pela pesquisa:
Sr.(a): Karol Fireman de Farias Endereco: Rua Séo Cristovao, n° 302.

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

E-mail: karolfireman@hotmail.com

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.O.C. , Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria. Maceio-
AL. Telefone: 82 3214-1041

Arapiraca, de de
2014.

Assinatura da paciente

Assinatura do pesquisador

Assinatura da testemunha 1

Assinatura da testemunha 2

Certos de poder contar com sua autoriza¢do, colocamo-nos a disposicao para
esclarecimentos, através dos telefones (82) 9620-6444 / 81748192, falar com Karol
Fireman de Farias, pesquisadora responsavel pela pesquisa.


mailto:karolfireman@hotmail.com
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ANEXO C - Protocolo do kit comercial para extracdo de DNA

o
Promega

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

Materials to Be Supplied by the User

. 1.5ml microcentrifuge tubes

. 15ml centrifuge tubes (for animal tissue)

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

. PBS (for tissue culture cells)

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

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

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

. water bath, 37°C

. isopropanol, room temperature

. 70% ethanol, room temperature

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

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

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

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

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

e.  Add 600pl of Nuclei Lysis Solution, and pipet to lyse the cells. Pipet until no visible cell clumps remain.
£ Proceed to Section 3.D, Step 4.
2. Animal Tissue (Mouse Liver and Brain)
Add 600pl of Nuclei Lysis Solution to a 15ml centrifuge tube, and chill on ice.

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

10 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Toll Free in USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
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ANEXO D - Protocolo de extracdo de DNA genémico por NaCl (salting out)

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

2. Incubar por 2h a 42°C;

3. Apos a incubacéo retirar o swab (este passo exige 0 maximo de cuidado para a
retirada da escova que deve ser realizada com uma pin¢a pequena e exclusiva para
0 procedimento);

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

5. Centrifugar por 1 minuto a 15.000xg;

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

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

8. Descartar o etanol absoluto e adicionar 1ml_ (1000 pul) de etanol a 70%;

9. Inverter os tubos diversas vezes para lavar o pellet;

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

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

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

13. A concentracdo de DNA obtida é em torno de 80ng/pul.



