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RESUMO

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um fator associado com o
desenvolvimento do cancer de colo de ttero. A freqiiéncia de mulheres com infec¢do genital
pelo HPV ¢ consideravelmente mais elevada que o nimero de mulheres com céancer cervical.
Este fato torna relevante a busca de um entendimento maior deste processo, como por
exemplo, a predisposi¢do imunolégica do hospedeiro.

Este estudo tem como objetivo avaliar a freqiiéncia do polimorfismo presente na
regido promotora (-1082) do gene da IL10 e sua associacdo com a infec¢do genital pelo HPV.

Trata-se de um estudo de casos ¢ controles, sendo os casos, 84 mulheres com infecg¢ao
genital por HPV e resultado anatomopatoldgico alterado. Os controles corresponderam a 211
mulheres HPV-DNA negativas e com exame citopatoldgico sem alteragdes. Ambos, casos e
controles, sdo oriundos da populagdo participante de um estudo coorte conduzido
previamente. A técnica de amplificagdo refrataria de mutagdes (ARMS-PCR) foi utilizada
para a identificagdo do polimorfismo presente na regido promotora (-1082) do gene da IL10.
O calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado para verificar se as freqiiéncias
genotipicas observadas estao de acordo com as esperadas na populacdo em estudo. O método
de Regressdo logistica multipla foi utilizado para verificar a associacdo das varidveis
estudadas com o desfecho (infecg¢ao genital pelo HPV).

A freqiiéncia genotipica observada em mulheres com a infecgdo foi de 12,0% (AA),
29,0% (AG) e 59,0% (GG). No grupo controle, foi de 22,8% (AA), 48,8% (AG) e 28,4%
(GG). Houve diferenga significativa entre os grupos estudados (p<0,001). Entre as mulheres

com infeccdo, as lesdes de baixo grau (LSIL), predominantes nessa amostra (73,8%), a
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freqiiéncia do gendtipo GG foi 62,9 %. Nos casos com lesdes de alto grau (HSIL) (26,2%), o
genotipo AG foi observado em 36,4%. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na
distribuicdo dos genotipos em lesdes de alto e baixo grau (p=0,59). Além disso, foi observada
diferenca de significancia limitrofe entre a distribuicdo da freqiiéncia dos gendtipos
comparando mulheres com HPV oncogénicos em relagdo a mulheres HPV negativas
(p=0,05). Observou-se que o grupo etario (RC=5,00; 1C95%:2,33 — 10,75), e o gendtipo GG
(RC=4,41; 1C95%:1,87 — 10,42) apresentaram-se independentemente associados ao desfecho
(infeccdo genital pelo HPV). As varidveis, escolaridade (RC=3,28; 1,00 — 11,18) e co-

infec¢do por HIV (RC=10,64; 1,00-111,11) apresentaram significancia limitrofe.

Com estes resultados, ¢ possivel sugerir que a predisposi¢cdo determinada geneticamente
para a producdo de altos niveis de IL10 (GG) parece estar associada a infec¢do genital pelo
HPV, mostrando a importancia da resposta imunologica do hospedeiro no processo de

infecgdo e na progressao das lesdes cervicais pelo HPV.

Palavras-Chave: Papilomavirus Humano, polimorfismo, IL-10, cancer cervical.
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ABSTRAT

Infection with Human Papillomavirus (HPV) is a necessary cause of cervical cancer.
The frequency of women infected by HPV is much more elevated than the number of women
who develop cervical cancer. Regarding this observation, the search for a better understanding
of this process, such as the host immune predisposition, may contribute to its enlightenment.

This study aims to evaluate the frequency of the polymorphism in the promoter region
(-1082) of the IL10 gene and its association with HPV genital infection.

This is a case-control study. A total of 84 cases and 211 controls were enrolled. Cases
corresponded to women with HPV genital infection and abnormal histopathological results,
and controls were HPV-DNA negatives and with normal cytologic results. The technique of
amplification refractory mutation system (ARMS-PCR) was used to identify the
polymorphism present at the promoter region (-1082) of the IL10 gen. The Hardy-Weinberg
equilibrium was used to verify whether genotypic frequencies were in agreement with the
ones expected in the studied population. Multiple logistic regression was used to verify the
association between the study factors and the outcome (genital infection by HPV).

The genotypic frequency distribution among cases and controls was 12.0% (AA), 29.0%
(AG), 59.0% (GG), and 22.0% (AA), 49.0% (AG), 29.0% (GQG), respectively. There was a
significant difference between the groups (p<0.001). Among the HPV infected women, the
low grade lesions (LSIL), predominant in this sample (73.8%) the GG genotype frequency
was (62.9%) In those with high grade lesions (HSIL), the AG genotype was observed in
(36.4%). No significant association was observed between the genotypes when comparing

low and high grade lesions (26.2%). In addition, a borderline significance was observed
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between the genotype frequency when comparing women infected by a high risk HPV with
those HPV-DNA negatives. Age group (OR=5.00; 95%CI: 2.33 — 10.75), and the GG
genotype (4.41; 1.87 — 10.42) were independently associated to the outcome (HPV genital
infection). The variables schooling (3.28; 1.00 — 11.18) and HIV co-infection (10.64; 1.00-
111.11) presented a borderline significance.

The results suggest that a genetic predisposition to produce high levels of IL10 (GG)
may be associated to the HPV genital infection, and they indicate the relevance of the host

immune response in the development and progression of HPV-related cervical lesions.

Key words: Human Papillomavirus, polymorphism, IL-10, cervical cancer.
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1. APRESENTACAO

Este trabalho consiste na dissertagdo de mestrado intitulada “Polimorfismo no Gene da
Interleucina 10 (IL10) em mulheres infectadas pelo Papilomavirus Humano (HPV)”,
apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Epidemiologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, em 10 de dezembro de 2009. O trabalho ¢é apresentado em trés partes, na
ordem que segue:

1. Introducdo, Revisdo da Literatura e Objetivos
2. Artigo(s)
3. Conclusoes ¢ Consideragdes Finais.

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

O Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um virus de DNA da familia Papillomaviridae
que foi descrito pela primeira vez em 1954. E o principal agente etiologico de lesdes
urogenitais tais como verrugas genitais, lesdes planas e alteragdes estruturais no colo do tutero,
vagina e vulva, sendo considerado o principal fator envolvido no desenvolvimento da
neoplasia cervical ou cancer do colo uterino (Bibbo & Silva Filho, 1998; Hoory, et al, 2008).

A infec¢dao pelo HPV ¢ a doenca sexualmente Infecciosa (DSI) mais freqiiente,
atingindo cerca de 10,0 a 12,0% das mulheres com vida sexualmente ativa (Carvalho, 2000;
Collins, et al, 2002). Em rela¢do as mulheres jovens, entre 20 e 29 anos, sua prevaléncia ¢é
ainda maior, de 20,0 a 40,0% (Ferreira Santos, 2003).

Ja foram descritos mais de 100 tipos virais que sdo 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. 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 € na regido anogenital que parecem
nao oferecer nenhum risco de progressdo 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 ¢ 68 e estao
relacionados com o desenvolvimento de carcinoma cervical (Bibbo & Silva Filho, 1998;
Hausen, 2000; Vargas & Dalla Corte, 2002; Silva et al, 2006).

O cancer cervical ¢ um problema de saude publica muito importante em paises em
desenvolvimento, ocorrendo em torno de 80,0% dos casos diagnosticados. Além disso, sdao
registrados mais de 300.000 casos incidentes por ano em todo o mundo (Hernandez-Girén et

al, 2005; Hoory et al, 2008; Sinal & Woods, 2005).
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Este cancer ¢ um dos tumores malignos mais freqlientes na populagdo feminina
brasileira, superado apenas pelos canceres de mama e de pele nido-melanoma. Dados
absolutos sobre incidéncia e mortalidade por cancer cervical do Instituto Nacional de Cancer
(INCA) estimaram para 2008, 18.680 casos novos, com um risco estimado de 19 casos a cada
100 mil mulheres (INCA, 2008).

Em todo o mundo, estima-se que, a cada ano, ocorram 510.000 novos casos de cancer
cervical e 288.000 mortes; destes 70,0% sao causados pelos tipos oncogénicos de HPV 16 e
18. Além do cancer cervical, o HPV pode causar outros tipos de cancer (vagina, vulva, pénis e
anus). Alguns outros tipos que apresentam baixo potencial oncogénico, como o 6 e 11, sdo
responsaveis por mais de 90,0% das verrugas genitais que acometem até 10,0% dos homens e

mulheres com vida sexual ativa (Saslow et al, 2007).

A implicagdo do HPV em praticamente todos os canceres cervicais nos leva a
investigacdo de outros fatores associados, pois o numero de infecgdes ¢ extremamente maior
do que o niimero de casos de cancer cervical. Certamente, outros fatores associados também
contribuem para a formagao e progressao das lesdes pré-malignas e do cancer cervical, uma
vez que nem todas as mulheres infectadas pelo HPV de alto risco fatalmente desenvolverdo
cancer (Odunsi et al, 1995; Pinto et al, 2002).

A exposi¢do ao fumo, mesmo sendo passiva, tem sido sugerida como fator relacionado
a um aumento do risco de desenvolvimento do cancer cervical (Brinton et at, 1986; Pinto et
at, 2002). A presenca de substincias carcinogénicas provenientes no cigarro na mucosa
cervical tem sido descrita como possivel explicacdo para essa associagdo epidemioldgica.

Outros fatores restritos ao hospedeiro, tais como regulagdo hormonal, resposta imune e
predisposigdo genética também t€m sido relacionados ao cancer cervical (Burger et al, 1993;

Prokopczyk et al, 1997).
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A investigagdo de fatores genéticos ligados a imunidade ¢é essencial para o
entendimento das associagdes do virus com as células do hospedeiro. Estudos demonstram
uma relagdo da atuacdo do virus do HPV de alto risco no hospedeiro levando ao
desenvolvimento de lesdes pré-malignas e também uma forte influéncia de fatores
imunoldgicos e genéticos que impedem a acdo viral (Hildesheim & Wang, 2002; Maciag et
al, 2000).

Na genética médica, os marcadores tém uma ampla utilidade na avaliagdo da
predisposi¢cdo para diversos distirbios, entre eles, o cancer cervical. Os polimorfismos tém
como principal valor o seu uso como “marcadores” genéticos para distinguir diferentes
formas hereditarias de um gene (Nussabaum, Mcinnes, Willard, 2002).

Nesse estudo sera avaliada a influéncia genética do polimorfismo (-1082) localizado
no gene da IL10 no desenvolvimento de lesdes cervicais relacionadas ao HPV, visto que, esta
citocina ¢ uma molécula importante na resposta imune contra infec¢des virais. As citocinas
sdo geneticamente determinadas, podem apresentar predominio para padrao associado com a
eliminagdo do HPV, ou associagdo com a persisténcia da infeccdo e progressdo para lesdes
cervicais (Aratjo Souza & Villa, 2003; Kirkpatrick et al, 2004; Farzaneh et al, 2006;
Fernandes et al, 2008).

O conhecimento de polimorfismos relacionados a infec¢do por HPV e ao
desenvolvimento de lesdes cervicais pode auxiliar no entendimento da variabilidade genética
das populagdes e no desenvolvimento de métodos de prevengdo, como novas vacinas e de

programas de vigilancia epidemioldgica para o controle das DSI.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados,
primeiramente, pela diferenciacdo (2,0% a 10,0%) na seqiliéncia 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).

Até recentemente, foram identificados mais de 100 tipos de HPV, sendo que 40
apresentam um tropismo pela regido anogenital. S3o considerados microorganismos que
exibem uma relagdo com o hospedeiro altamente espécie-especifico, sendo observadas
similaridades na estrutura fisica e organiza¢do gendmica (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 & Markowitz, 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 situacdo em
que a pele sofre alteragdes ulcerosas, oportunizando a infec¢do pelo virus, podendo ocasionar

oncogénese humana (Janicek & Averette, 2001; Scheurer et al, 2005).

Os tipos virais mucosos sdo classificados em baixo e alto risco, conforme a sua
associacao com o cancer cervical (Scheurer et al, 2005; Dunne & Markowitz, 2006; Hoory et
al, 2008). O HPV de baixo risco estd relacionado, na maioria dos casos, com tumores

benignos, lesdes cutaneas leves e lesdes escamosas intraepiteliais de baixo grau (LSIL),
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também chamadas de neoplasias intraepiteliais cervicais de grau I (NIC I) 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 como sendo de baixo risco.

(Okada et al, 2000; Mufioz, 2000; Scheurer et al, 2005; Dunne & Markowitz, 2006).

Os tipos de alto risco estdo relacionados com neoplasia intraepitelial cervical de grau 11
e IIT (NIC II e III) 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 representados pelo HPV 16 e 18, seguidos pelos HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59, 66 ¢ 68 (Scheurer et al, 2005, Schiffman et al, 2007, Hoory et al, 2008).

Os HPV 16 ¢ 18 sdo os tipos mais prevalentes e ocorrem em 70,0% dos casos de cancer
cervical ¢ 50,0% dos casos de NIC III (Smith et al, 2007; Schiffman et al, 2007; Hoory et al,
2008). O HPV 16 ¢ 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
socio-comportamentais ¢ demograficas da populacdo. Os HPV 18, 16 e 31 estdo relacionados
ao cancer vulvar, peniano, carcinoma anal e carcinoma invasivo cervical (Hoory et al, 2008).
Em estudo envolvendo cancer oral, foi observado que mais de 20,0% dos casos apresentam

pelo menos um tipo de HPV de alto risco (Gillison et al, 2000).

3.2. EPIDEMIOLOGIA

Em todo o mundo, estima-se que, a cada ano, ocorram 510.000 novos casos de cancer
cervical e 288.000 mortes; destes 70,0% sao causados pelos tipos oncogénicos de HPV 16 e
18. Além do cancer cervical, o HPV pode causar outros tipos de cancer (vagina, vulva, pénis e

anus). Alguns outros tipos que apresentam baixo potencial oncogénico, como o 6 ¢ 11, sdo
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responsaveis por mais de 90,0% das verrugas genitais que acometem até 10,0% dos homens e

mulheres com vida sexual ativa (Saslow et al, 2007).

Aproximadamente, 20 milhdes de pessoas estdo atualmente infectadas pelo HPV no
mundo. Pesquisadores estimam que entre 50,0 a 80,0% dos homens ¢ mulheres sexualmente
ativos adquirem a infec¢do genital por algum tipo de HPV e que, entre estes, 5,0% a 10,0%
tornam-se infec¢des 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).

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, 2002;

Scheurer et al, 2005; Dunne & Markowitz, 2006; Schiffman et al, 2007).

O HPV 16 ¢ um dos tipos de alto risco mais freqiiente 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 jovens com idade entre 16-20 anos (Ho et al, 1998; Liaw et al, 1999; Rabelo Santos

et al, 2003).

Em um estudo realizado pela Universidade de Washington, o HPV 18 apresentou uma
prevaléncia de 7,3% em mulheres com idade em torno dos 16 anos ¢ 7,2% em mulheres com

idade ao redor de 25 anos (Baseman & Koutsk, 2005).

A prevaléncia dos tipos de HPV, em especial dos mais associados ao cancer do colo
uterino apresenta variagdes geograficas. De acordo com o International Biological Study on
Cervical Cancer, que incluiu 22 paises em cinco continentes, o HPV 16 foi o mais prevalente

em 20 paises estudados, com exce¢do da Indonésia e Argélia, onde o tipo 18 foi o mais
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encontrado (Yamada, et al, 1997). As maiores prevaléncias de HPV oncogénicos, sdo
observadas na Africa e América Latina. Na América Central ¢ América do Sul, os cinco tipos

de HPV mais prevalentes sdo o HPV 16, 18, 45, 31 e 33 (Bosch, et al, 1995).

No Brasil, a incidéncia e a mortalidade do cancer cervical apenas sdo superadas pelas
taxas de cancer de mama, com 49.400 novos casos (50,7/100.000 mulheres), ocupando o
quinto lugar em mortalidade na populagdo 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).

No Brasil, o HPV 16 ¢ o mais prevalente em todas as regioes, todavia, ha variacdes em
relacdo aos outros tipos. O tipo 18 ¢ o segundo mais prevalente nas regides Norte, Sudeste e
Sul, enquanto que o 31 e 33 sdo o segundo mais prevalente na regido Nordeste e Central

(Rabelo, et al, 2003).

3.3. BIOLOGIA MOLECULAR DO HPV

O genoma viral do HPV ¢ constituido por uma molécula de DNA fita dupla, circular de
8.000 pares de bases (pb). Sao identificados por trés regides séricas: regido precoce (early, E)
que possuem oito regides conhecidas como ORFS (Open Reading Frames) um complexo de
proteinas funcionais codificadas pelos genes E1, E2, E4, ES5, E6 ¢ E7 e que estdo envolvidas
no controle da replicagéo e transcri¢do viral durante o estado epissomal (Miinger et al, 2004)

(Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do HPV: genes precoces (E), tardios (L) e regido

controladora (LCR) (Fonte: www-micro.msb.le.ac.uk/3035/Papillomaviruses.html)

As proteinas dos genes E1 e E2 desempenham importantes fung¢des na replicacdo viral;
a proteina E4 age desestabilizando os filamentos intermedidrios das camadas superiores das
células do epitélio escamoso e da pele, facilitando assim, a liberagdo do virus; ja a proteina ES

modula os processos de divisdo celular a partir da membrana celular (Miinger et al, 2004). As
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proteinas codificadas pelos genes E6 e E7 exercem fungdes na formagao de tumores (Janicek

et al, 2001; Miinger et al, 2004).

A regido de expressao tardia (late, L) que compdem o capsideo viral sdo codificadas
por L1 e L2 (Miinger et al, 2004). A regiao reguladora, denominada de upstream regulatory
region (URL), situa-se entre L1 e E6 e detém a origem da replicagdo, representando cerca de

10,0 % do genoma viral total (Chan et al, 1995).

A caracteristica mais especifica do HPV de baixo risco é que na maioria dos tumores
benignos o genoma viral € preservado como DNA epissomal (que ndo se integra ao genoma

do hospedeiro) (Thorland et al, 2003; Ziegert et al, 2003).

A integragdo ocorre freqiientemente proxima a locais frageis do genoma humano,
porém, ndo existem evidéncias de locais especificos para essa integracdo (Thorland et al,

2003; Ziegert et al, 2003).

Em lesdes malignas associadas aos HPV 16 e 18, contudo, o DNA viral se integra aos
cromossomos hospedeiros. Para integrar-se ao DNA nuclear, ¢ necessario que haja uma
quebra no genoma viral. Esta separacdo ndo ocorre de forma aleatoria, pois a maioria ocorre
nas regides E1 e E2 do virus, resultando na perda de funcdo desses dois genes, acompanhada
pela integracdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira, que passa a expressar os

oncogenes virais E6 ¢ E7 (Kaufman et al, 2000; Burd, 2003). .

As proteinas codificadas pelo genoma do HPV, principalmente as produzidas pela
expressao dos genes E6 e E7 estdo relacionadas com a carcinogénese mediada pelo HPV, pois
sdo capazes de inativar as proteinas p53 e pRb, responsaveis pelo controle do crescimento
celular. Em especial, foi demonstrado que a proteina E6 interage com a proteina p53 ¢ a

proteina E7 com a proteina pRb, causando desequilibrio no ciclo celular (Kelley et al, 2005).

24



Essas duas proteinas sdo produtos genes supressores de tumor que regulam o crescimento da
célula, e previnem os acontecimentos que levam a transformacdo maligna das células,

interrompendo sua divisao e prolifera¢ao (Beutner & Tyring, 1997; Pinto et al, 2002).

A eliminagdo desse controle de ciclo celular do DNA celular (p53 e pRb) pode
provocar um acumulo de mutagdes nas células que expressam tais oncoproteinas, resultando
em um fenotipo alterado, além disso, a integragdo na célula hospedeira pode gerar mutagdes
que induzem a formagdo tumoral. Acredita-se que o potencial oncogénico desses virus seja,
em parte, devido as suas integracdes sendo processos moleculares relacionados ao surgimento
do cancer pelo HPV, especialmente se comparado aos tipos de baixo risco que ndo integram o

seu genoma ao do hospedeiro (Rapp & Chen, 1998).

3.3.1. Formas de Transmissao do virus HPV

A principal via de transmissdo do HPV ¢ através do contato sexual. A transmissao
pode ocorrer ap6s uma Unica relagdo sexual com um parceiro infectado. Os mecanismos de
infeccdo viral pelo ato sexual ndo apresentam diferencas entre os tipos de HPV e, também
ainda ndo estdo completamente elucidados, apesar de ser considerada uma via de elevado

poder de transmissibilidade (Burchell et al, 2006).

Gestantes infectadas pelo HPV podem transmitir o virus para o feto durante a gestacdo
ou no momento do parto. Material obtido da cavidade oral demonstrou que o HPV ¢ positivo
em criangas menores do que dois anos e adolescentes com 13 anos ou mais (Summersgill et

al, 2001).

A prevaléncia da infeccdo pelo HPV na populacio masculina ¢ significativa,
entretanto, a maior parte dos homens infectados ndo apresenta sintomas clinicos. Quando

presentes, as lesdes provocadas pelo HPV podem apresentar diferentes aspectos e localizam-
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se principalmente no pénis. Estima-se que mais de 70,0% dos parceiros de mulheres com
infec¢do cervical por HPV e/ou neoplasia intraepitelial sdo portadores desse virus (Nicolau et

al, 2001).

3.3.2. Diagnostico Clinico e Laboratorial

O diagnostico do HPV pode ser realizado através de exames citologico e histoldgico,
bem como pela colposcopia. Sdo exames que detectam com sensibilidade razoavel (80,0%) a
infeccdo pelo HPV, tornando-se possivel evidenciar lesdes ou neoplasias intraepiteliais ou
carcinomas do trato genital (Shyu et al, 2001). Dentre as técnicas utilizadas para o diagnostico

pode-se citar:
Inspecio com acido acético a 5%

A avaliagdo do colo uterino com esta solu¢do auxilia na identificacdo de lesdes
precursoras do cancer cervical, aumentando a sensibilidade da citologia cérvico-vaginal
(Papanicolaou). Pode, ainda, ser de grande auxilio na triagem dos casos para a colposcopia e
bidpsia, mesmo em locais em que ndo haja condi¢des adequadas para a realizacdo da citologia

(Galvane et al, 2002).
Exame Papanicolaou (citopatologico)

E o exame preventivo mais comum. Ele ndo detecta o virus, mas sim as alteragdes que
ele pode causar nas células. Indicado na rotina de rastreamento para o cancer cervical ou na
presenca, nos genitais, de lesio HPV induzida no sentido de diagndstico de neoplasia intra-

epitelial ou cancer invasor associado (Ayre et al, 1949; Meisels et al, 1976).
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Teste de hibridizacio molecular

E, sem duvida, a técnica mais sensivel de deteccdo da infeccdo pelo Papilomavirus
Humano. O uso desta tecnologia no reconhecimento da presenca do HPV oncogénico pode

reduzir consideravelmente o nimero de citologias falso-negativas (Walboomers et al, 1995).
Captura hibrida

Detecta com alta sensibilidade e especificidade o DNA/HPV em amostra de escovado
ou bidpsia do trato genital inferior, grupo (de baixo ou alto risco) e a carga viral (Shyu et al,

2001).
Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

E um teste de alta sensibilidade e consiste em amplificacdo do alvo, ou seja, do DNA
viral, e posterior hibridizacdo. Tem sido utilizado principalmente em pesquisas, especialmente
como um padrdo ouro para comprovar ou nao a existéncia do DNA do HPV. Estudos,
utilizando este método, descrevem prevaléncias de 13,0% (Nonnenmacher et al, 2002) e
24,0% (Rosa et al, 2008) de DNA do HPV, estudando mulheres assintomaticas no sul do

Brasil.

A sensibilidade e a capacidade de identificar o virus pelos métodos de captura hibrida

e de PCR sdo semelhantes (Riethmuller et al, 1999).
3.3.3. Prevencio e Tratamento

Medidas de prevencao geralmente permitem a intervengdo em diferentes aspectos na
historia natural da infec¢do viral: (i) antes que a infecgdo ocorra; (ii) apos instalada a infec¢ao

e antes da ocorréncia da doenga clinica e, (iii) apds o desenvolvimento de lesdes clinicas.
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A prevengao primaria tem como objetivos a minimizagdo ou a remogao dos fatores de
risco antes mesmo que a infecgdo favoreca o surgimento da doenga. Em relagdo a infeccao
pelo HPV, estas medidas incluem modificagdes no comportamento sexual e no uso de vacinas

profilaticas (Scheurer et al, 2005).

Programas educacionais que promovem o uso consciente do preservativo podem
auxiliar na redugdo do risco de incidéncia de cancer cervical (Schiffman et al, 2005; Scheurer

et al, 2005).

A contaminacdo s6 pode ser efetivamente evitada com abstinéncia sexual completa
para todas as praticas sexuais, porque os preservativos nao garantem protegao total ¢ o HPV
pode ser transmitido mesmo por atividades sexuais sem penetragio. E relatado que os
métodos atuais de prevengdo, o uso de preservativos e os métodos de rastreamento, vém
diminuindo a incidéncia do cancer genital ¢ que mais de 90% das lesdes detectadas no colo

uterino sdo removidas ao longo de dois anos (Nadal et al, 2008).

A prevengdo secundaria ¢ importante para minimizar o desenvolvimento de lesdes
clinicas, mesmo que a infec¢do ja esteja instalada. O rastreamento pelo método Papanicolaou
(CP) e por testes moleculares (Reagdo em Cadeia da Polimerase e Captura Hibrida) objetivam
a identificacdo de individuos assintomaticos que podem ser considerados potenciais

reservatorios virais e contribuir para a disseminagao (Goldie et al, 2005; Franco et al, 2006).

A prevengdo terciaria tem como objetivos: limitar a progressao da doenga, evitar ou
diminuir as conseqiiéncias ou complicacdes da doenca tais como, as insuficiéncias,
incapacidades, seqiielas, sofrimento ou ansiedade. Também promove a adaptacdo do doente
as conseqiiéncias inevitaveis (situagdes incuraveis), e previne recorréncias da doenga, ou seja,

controla-la e estabiliza-la (Goldie et al, 2005; Franco et al, 2006).
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Com relagao ao tratamento, para as lesdes condilomatosas visiveis e subclinicas deve
haver a remoc¢ao, que ¢ feita atualmente com procedimentos citodestrutivos, como excisao
cirargica com bisturi, laser, acido salicilico, eletrocirurgia, crioterapia, acido bicloro e

tricloroacético, cantaridina e acido nitrico fumegante (Fusté et al, 2008; Huh & Roden, 2008).

Também sao utilizados métodos antivirais e/ou imunomoduladores, como interferon-f3
e -y, imiquimod, cidofovir, quimioterapia com bleomicina, 5-fluorouracil, podofilina,
podofilotoxina (Fusté et al, 2008; Huh & Roden, 2008). Para evitar a re-infecg¢do viral,
recomendam-se métodos contraceptivos de barreira, como preservativos masculinos e

femininos, sendo importante manter abstinéncia sexual durante o tratamento (Janicek et al,

2001).

3.3.4. Vacina

Uma vez que o HPV ¢ considerado o principal responsavel pelo desenvolvimento do
cancer cervical sendo assim, duas formas de prevencdo sdo propostas: o rastreamento das
lesdes precursoras com testes diagndsticos sensiveis ou a imunizagdo contra o HPV (Franco

& Harper, 2005).

Nos paises desenvolvidos, a implantacdo dos programas de rastreamento do cancer
cervical com os testes de Papanicolaou e colposcopia reduziu em mais de 75,0% as taxas de
incidéncia e a mortalidade por cancer cervical nos ultimos 50 anos, pois a progressao das NIC
para cancer invasivo, em geral, ¢ lenta (média, 20 anos). Entretanto, nos paises em
desenvolvimento, existem diversas dificuldades técnicas, econdmicas e operacionais para
implantar os programas de prevencao do cancer de utero, que requerem alto investimento e

repeticao periddica dos testes; por esses motivos, o cancer cervical esta entre as causas mais
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freqiientes de morte em mulheres, tornando essencial a busca de novas estratégias na

prevengao dessa grave doenga (Saslow et al, 2007).

A tecnologia de recombinacdo genética permitiu o desenvolvimento de vacinas
profilaticas para o virus, formuladas a partir de proteinas do capsideo viral (L1), que sdo
altamente imunogénicas e capazes de se rearranjar espontaneamente, formando particulas
semelhantes ao virus, destituidas de seu DNA (virus like particles — VLP). Ensaios clinicos de
fases 1, 2 e 3 sugerem que a inje¢do intramuscular das VLP dos HPV 6, 11, 16 e 18 ¢ capaz
de estimular resposta de anticorpos muitas vezes superior a encontrada apos a infecgdo

natural, e que o uso de vacinas formuladas com essas VLP mostrou-se seguro em animais e

humanos (Ault, 2006).

Dessa forma, foram desenvolvidas duas vacinas profilaticas para o HPV: uma vacina
bivalente (HPV16, 18), produzida pelo laboratorio Glaxo Smith Kline (GSK) e uma vacina
quadrivalente (HPV 6, 11, 16,18), produzida pelo laboratério Merck Sharp & Dohme (MSD)

(Ault, 2006; Franco & Harper, 2005; Harper et al, 2004; Weaver, 2006).

A implementagdo das vacinas inclui educar o publico geral sobre HPV, diminuir o
estigma da infec¢do e ganhar confiabilidade para vacinar adolescentes, antes da sua iniciagao
sexual. Do ponto de vista ético, a vacina¢do universal estaria recomendada, mas ndo poderia
ser obrigatoria, e deveria incluir meninas de 10-13 anos durante seus programas de vacinagao
global. Entretanto, preocupagdes sobre potenciais danos devem ser consideradas com atengao,
lembrando que nem todas as pessoas estdo em risco, pois nem todas praticam sexo ou estao
expostas ao virus em suas relacdes sexuais. Os efeitos da vacinagdo sobre o comportamento
sexual dos jovens devem ser avaliados. Uma vez vacinados, acreditando que estdo protegidas
do HPV e do cancer cervical, podem assumir um comportamento sexual de alto risco com
conseqiiente aumento de outras DSI e até eventual diminui¢do do comparecimento aos
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programas de rastreamento. Temendo estas eventuais conseqiiéncias, os planejadores em
saude deverdo ser muito diligentes em informar a populacdo de que a vacinagdo para HPV
ndo resultard em protecdo para outras DSI e que o HPV ¢ responsavel por apenas uma parte

das conseqiiéncias de relagdes sexuais sem protecdo. (Ault, 2006; Soper, 2006; Gonik, 2006).

De qualquer forma, a vacina contra o HPV ¢ uma das esperancas para o futuro e a
proposta do programa de vacinagdo. A expectativa ¢ que em 10 a 20 anos possam ocorrer
reducdes das taxas de incidéncia de lesdes precursoras do HPV e, desta forma, a redugdo do

cancer cervical (Linhares & Villa, 2006).

3.4. CO-FATORES DO HPV NA ONCOGENESE CERVICAL

Entre os fatores de risco para o surgimento do cancer cervical uterino e de lesdes
precursoras, a infeccao pelo HPV tem sido estabelecida dentro dos critérios de causalidade. O
desenvolvimento do cancer cervical € quase improvavel na auséncia da infeccao pelo HPV e

de fatores coexistentes que fornecem a persisténcia da infecgao (Silva et al, 2006).

Diversos  fatores soOcio-comportamentais podem  estar  relacionados  ao
desenvolvimento de uma lesdo precursora do cancer cervical associada ao HPV. Entre esses
se destacam o comportamento sexual, a idade precoce de inicio da atividade sexual, a
multiplicidade de parceiros, a multiparidade, o tabagismo, a situagdo sécio-econdmica, 0 uso
prolongado de contraceptivos orais, habitos de higiene pessoal precarios, historia de doencas
sexualmente transmissiveis e fatores imunoldgicos (Villa, 1997; Perez, 2001). Dentre estes
co-fatores citados, o elevado numero de parceiros sexuais representa o mais evidente para a

infecc¢do pelo HPV (Burk et al, 1996).

Em relagdo ao tabagismo, tanto a exposi¢do ao fumo, considerando a idade de inicio, o

periodo e a freqiiéncia de consumo de cigarros parecem influenciar na incidéncia do cancer
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cervical (Haverkos et al, 2000; Kjellberg et al, 2000). Os dois mecanismos principais pelo
qual o habito de fumar parece contribuir para a oncogénese cervical incluem a exposi¢ao
direta do DNA de células epiteliais cervicais a nicotina ¢ a cotidina, bem como a outros

produtos metabodlicos ¢ componentes da fumaga do cigarro (Pinto et al, 2002).

Entretanto, quanto ao uso de contraceptivos orais, ¢ dificil avaliar sua relagdo com a
infec¢do pelo HPV. Tem sido sugerido que o uso de contraceptivos orais estaria associado
com os subtipos de HPV de alto risco 16, 18 ¢ 31. Além disso, hormdnios esterdides na forma
de contraceptivos comumente administrados durante a fase reprodutiva parecem aumentar a
atividade transformadora dos oncogenes do HPV, bem como interferir na resolucdo eficiente

de lesdes causadas pelo virus na cérvice de mulheres jovens (Wang et al, 2003).

A resposta imune do hospedeiro também ¢ um fator determinante no processo de
evolucdo da infeccdo viral e no desenvolvimento neoplasico. A freqiiéncia da infecg¢ao
genital pelo HPV bem como a progressao para lesdes displasicas ou mesmo o cancer ¢ mais
comumente observada em mulheres imunodeficientes, quando comparadas a mulheres

imunocompetentes (Anschau et al, 2002).

A participagdo exata de cada um dos fatores abordados acima e quais os elementos
essenciais para o desencadeamento do processo carcinogénico, ainda sdo aspectos que

necessitam de mais estudos.

3.4.1. Sistema Imunologico e HPV

Viarios estudos na literatura sugerem uma forte associagdo entre a oncogénese ¢ a
progressdo neoplasica relacionada ao HPV com o sistema imunologico. Entretanto, os
mecanismos exatos responsaveis por essa resposta imune eficiente contra lesdes relacionadas

ao HPV ainda nao sdo totalmente conhecidos. Estes podem estar relacionados a ativa¢ao do
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sistema imunoldgico ou a composi¢do genética do hospedeiro (Pinto et al, 2002; Moore et al,

2001; Fernandes et al, 2004).

Os genes do sistema imune apresentam grande relevancia clinica em transplantes,
doengas auto-imunes e respostas a infec¢des, como ainda oferecem excelentes modelos para a
analise da variagdo humana e da expressdo génica. Os fatores genéticos exercem um papel
relevante ndo apenas na resposta imune normal, mas também no desenvolvimento de reagdes

e doengas imunoldgicas (Nussabaum, Mcinnes, Willard, 2002).

3.4.2. Interleucina 10

Em 1989, Fiorentino et al. descreveram uma substancia que estava presente no
sobrenadante de cultivos celulares de linfocitos Th2, que era capaz de inibir a producdo de
citocinas produzidas por células Thl em cultivos celulares. Tal substancia foi denominada

Fator Inibidor da Sintese de Citocinas.

Posteriormente, apos analises imunoquimicas e bioquimicas indicaram que o Fator Inibidor da
Sintese de Citocinas era uma nova citocina que passou a ser chamada “Interleucina 107

(Moore et al, 2001).

3.4.3. Proteina e estrutura Génica

A IL10 ¢ uma estrutura homodimérica, sem a presenga de carboidratos, constituida por

uma cadeia polipeptidica que se estrutura em quatro o- hélices (Moore et al, 2001).
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IL-10 dimer

Figura 2. Estrutura tridimencional da IL10 e do IL10R.
Fonte: http://stke.sciencemag.org/content/sigtrans/vol2004/issue23 1/images/large/2312004re7F8.ipeg

3.4.4. Funcio Biolégica da citocina IL10

A IL10 também pode ser produzida por linfécitos Th2, linfocitos ThO, células B,
queratindcitos e células dendriticas (Blackburn e Wherry, 2007). A IL10 é uma citocina
antiinflamatéria que inibe a sintese de varios mediadores inflamatoérios normalmente
secretados por mondcitos/macrdofagos ativados, tais como: [L1a, IL1J, IL6, IL8, IL12, IL18 e
GM-CSF (Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos e Mondcitos), M-CSF (Fator
Estimulador de Colonias de Monocitos), G-CSF (Fator Estimulador de Colonias de

Granulocitos), TNF-a, LIF (Fator Inibidor da Leucemia), PAF (Fator Ativador de Plaquetas),
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TFA (Fator de Atividade Tissular), quimiocidas, PGE2 (Prostaglandina - E2) (Fiorentino et

al, 1991).

Os mondcitos/macrofagos parecem ser os alvos principais da IL10 que inibe a
expressdao de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe II,
CD54, CD80 e CD86 em mondcitos mesmo ap6s a inducdo dessas moléculas por IL4 ou IFN-
vy, reduzindo a proliferagao de linfocitos T (Mocellin et al, 2003). Ao contrario, a IL10
estimula a expressdo de receptores das Imunoglobulinas G em mondcitos/macrofagos

humanos, fato relacionado com o aumento da sua capacidade fagocitica (Spittler et al, 1995).

Células dendriticas humanas se caracterizam pela sua capacidade de ativar células T
em repouso € iniciar uma resposta imune. Em geral, os efeitos da IL10 sobre as células
dendriticas s@o consistentes com a inibicao da resposta inflamatoria Th1(Mocellin et al, 2003,

Moore et al, 2001).

A inibicdo das células Thl pela IL10 parece ser mediada via inibicdo da sintese de
IL12, um co-estimulador que ¢ necessario para a producdo de citocinas Thl por células T e
macrofagos. A IL10 inibe fortemente a produgdo de IL12, a qual pode induzir a sintese de
IL10 por células T, sugerindo que o sistema imune ¢ equipado por um mecanismo de

feedback negativo relacionado a atuagao das células T (Mocellin et al, 2003).

O efeito inibidor da IL10 ¢ um importante fator limitante da duracdo e do dano

patologico das respostas inflamatorias (Moore et al, 2001).

3.4.5. Polimorfismo e niveis de expressio do gene da 1L10

Estudos familiares sugerem que aproximadamente 75,0% da varia¢do na produgdo da
IL10 ¢ geneticamente determinada. Varios polimorfismos dentro da regido promotora do gene

da IL10 foram descritos como funcionais, incluindo duas repeticdes dinucleotidicas de
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citosina e adenina e trés bialélicos na regido promotora (-1082, -819 e -592), designados a

partir do sitio de inicio de transcrigdo (+ 1) (Stanczuk et al, 2001).

A presenca do nucleotideo A na posicdo -1082 estd correlacionada com baixa
produgdo da IL10. Os polimorfismos do gene da IL10 da regido promotora parecem ter
aplicabilidade clinica, visto que alguns alelos podem determinar baixa, intermediaria ou alta
produg¢do de IL10. A capacidade de secretar diferentes niveis de citocinas, herdadas
geneticamente, parece ser relevante na resposta imune contra a infeccdo pelo HPV e na
oncogénese das lesdes cervicais. No entanto, sdo raros os estudos avaliando polimorfismos de

citocinas nas lesoes cervicais (Bidwell et al, 1999; Haukim et al, 2002).

Em um estudo avaliando o polimorfismo -1082 foi observado que mulheres com
cancer cervical portadoras do alelo G parecem estar imunogeneticamente predispostas a
produzir altos niveis da IL10. Além disso, foi descrito que a freqiiéncia do alelo associado a
baixa produgdo de IL10 (-1082 A) foi menor no grupo de mulheres com cancer cervical
quando comparado com o grupo controle. Estes resultados sugerem que a habilidade,
geneticamente determinada, de produzir altos niveis da IL10 pode ser um fator importante no

desenvolvimento do cancer cervical (Stanczuk et al, 2001).

Segundo Gianini et al, (2002) niveis aumentados de IL10 em mulheres com lesdes
cervicais infectadas pelo HPV, em relagdo as mulheres saudaveis apresentando colos uterinos
normais, indicam a ocorréncia de imunossupressao local, visto que a IL10 estaria inibindo a
apresentacdo de antigenos, a funcao das células T citotoxicas, a proliferagao das células T e a
secrecdao de citocinas pro-inflamatorias. Essas inibigdes contribuem para a instalagdo e o

desenvolvimento de lesdes cervicais apds infec¢ao pelo HPV.

Acredita-se que a presenga da infec¢do pelo HPV-16, tipo viral predominantemente

encontrado em estudos brasileiros, parece influenciar na produgdo da IL10, aumentando sua
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producdo em mulheres que geneticamente estariam predispostas a produzir niveis reduzidos
dessa citocina, deixando-as mais susceptiveis a instalagdo e progressdo de lesdes cervicais,

precursoras do cancer do colo uterino (Fernandes et al, 2004).

A partir destas consideragdes pode-se sugerir que um melhor entendimento do papel
das citocinas neste contexto podera ser util, ndo s6 na utilizagdo de vacinas preventivas ¢
terapéuticas para a infec¢ao pelo HPV, como também para o desenvolvimento de futuras

estratégias terap€uticas de neoplasias intraepiteliais cervicais graus I e II.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Verificar a freqiiéncia do polimorfismo presente na regido promotora (-1082) do gene

da IL10 e sua associag@o com a infec¢ao genital pelo HPV.

4.2. Objetivos Especificos

- Determinar a freqiiéncia dos alelos encontrados no polimorfismo -1082A/G do gene

da IL10 nas amostras investigadas.

- Verificar a possivel associagdo do polimorfismo 1082A/G do gene da IL10 com a
infeccao genital pelo HPV (presenga ou auséncia do virus, e presenga de HPV de alto risco

16, 18 € 31).

- Verificar a possivel associagdo do polimorfismo 1082A/G do gene da IL10 com o

grau de lesoes cervicais em mulheres infectadas pelo HPV.
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Resumo

Introdugao: Os polimorfismos no gene da IL10 t€m sido implicados na susceptibilidade
para o desenvolvimento de tumores. Na infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), os
dados sao conflitantes em relagdo a IL10 apresentar predominio para o padrao associado com
a eliminagdo viral ou, ao contrario, com a persisténcia da infec¢do e progressdo para lesdes
cervicais.

Objetivos: Verificar a freqiiéncia do polimorfismo presente na regido promotora (-

1082) do gene da IL10 e sua associagdo com a infec¢ao genital pelo HPV.

Materias e métodos: Trata-se de um estudo de caso-controle. Os casos sao 84 mulheres
com infec¢do genital pelo HPV que apresentavam exame histopatologico da cérvice uterina
alterado. Os controles correspondem a 211 mulheres HPV-DNA negativas e sem alteracdo ao
exame citopatologico da cérvice uterina. A técnica de amplificacdo refrataria de mutacdes
(ARMS-PCR) foi utilizada para a identificagdo do polimorfismo da IL10. O célculo de
Equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado para verificar se as freqliéncias genotipicas
observadas sdo concordantes com as esperadas na populagdo em estudo. O método de
regressdo logistica multipla foi utilizado para verificar a associacdo das variaveis estudadas

com a infeccdo genital pelo HPV.

Resultados: A freqiiéncia genotipica observada no grupo de mulheres com infecc¢ao foi
59,0% para o gendtipo GG e entre os controles esta freqiiéncia foi de 28,4% (p<0,001). Entre
as mulheres com infec¢do e com lesdes de baixo grau (LSIL), predominantes nessa populagao
(73,8%), a freqiiéncia do genotipo GG foi de 62,9%. Nos casos com lesdes de alto grau
(HSIL) (26,2%), o genotipo GG foi observado em 50,0%. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na distribui¢do dos gendtipos em lesdes de alto e baixo grau

(p=0,59). Além disso, foi observada diferenga de significancia limitrofe entre a distribui¢ao
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da freqiiéncia dos gendtipos comparando mulheres com HPV oncogénicos em relacdo a
mulheres HPV negativas (p=0,05). Observou-se que o grupo etario (RC= 5,00; IC95%: 2,33 —
10,75), e o gendtipo GG (RC=4,41; 1C95%:1,87 — 10,42) apresentaram-se independentemente
associados ao desfecho (infeccdo genital pelo HPV). As varidveis, escolaridade (RC= 3,28;
1,00 — 11,18) e co-infec¢do por HIV (RC= 10,64; 1,00 -111,11) apresentaram significancia

limitrofe.

Conclusao: Os resultados sugerem que a predisposi¢ao determinada geneticamente para
a producdo de altos niveis de IL10 (GG) pode estar associada a infeccao pelo HPV e ao
processo de transformagdo maligna, mostrando a importancia da resposta imunologica do

hospedeiro no processo de infecgao.

Palavras-Chave: IL10, polimorfismo IL10 (-1082), lesdes cervicais, HPV.
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Abstract

Background: The gene polymorphism in the IL10 has been related to the susceptibility
of the development of cancers. In Human Papillomavirus (HPV) infection, data are
conflicting with respect to whether IL-10 presents the pattern associated with the elimination
of the virus, or conversely, the one 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 IL10 and its role in the development of cervical lesions.

Material and method: A case-control study was conducted.The case group included 84
HPYV 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 IL10. The Hardy-Weinberg equilibrium was used to verify whether the observed allelic
and genotypic frequencies were according with the expected in the studied population.
Multiple logistic regression was used to verify the association between the study factors and
the outcome (genital infection by HPV).

Results: The genotypic frequency observed among cases and controls was 59.0% and
28.9 for the GG genotype, respectively (p<0.001). Among the HPV infected women, the low
grade lesions (LSIL), predominant in this sample (73.8%), the GG genotype frequency was
observed in 62.9%. In those with high grade lesions (HSIL) (26.2%), the GG genotype was
observed in 50.0% (p=0.59). In addition, a borderline significance was observed between the
genotype frequency when comparing women infected by a high risk HPV with those HPV-
DNA negatives. Age group (OR=5.00; 95%CI: 2.33 — 10.75), and the GG genotype (4.41;

1.87 — 10.42) were independently associated to the outcome (HPV genital infection). The
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variables schooling (3.28; 1.00 — 11.18) and HIV co-infection (10.64; 1.00-111.11) presented
a borderline significance.

Conclusion: The results suggest that a genetic predisposition to produce high levels of
IL10 (GG) 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: IL10, IL10 (-1082) polymorphism, cervical lesion, HPV.

55



Introducao

Em todo o mundo, estima-se que, a cada ano, ocorram 510.000 novos casos de cancer
cervical e 288.000 mortes; destes 70,0% sdo causados pelos tipos oncogénicos de HPV (16 e
18). Além do cancer cervical, o HPV pode causar outros tipos de cancer (vagina, vulva, pénis
e anus). Alguns outros tipos que apresentam baixo potencial oncogénico, como o 6 e 11, sdo
responsaveis por mais de 90,0% das verrugas genitais que acometem até 10,0% dos homens e

. . 1
mulheres com vida sexual ativa '/,

As taxas de aquisi¢do para a infec¢do por HPV sdo elevadas, principalmente em adultos
jovens com vida sexualmente ativa '?. Diversos fatores socio-comportamentais podem estar
relacionados ao desenvolvimento de uma lesdo precursora do cancer cervical associada ao
HPV. Dentre eles, se destacam o comportamento sexual, a idade precoce de inicio da
atividade sexual, a multiplicidade de parceiros, multiparidade, tabagismo, uso prolongado de
contraceptivos orais, habitos de higiene pessoal precarios e historia de doengas sexualmente

- .. [3,4
transmissiveis %,

A resposta imune do hospedeiro também ¢ um fator determinante no processo de
evolucdo da infecgdo viral e no desenvolvimento neoplésico. A prevaléncia da infeccdo pelo
HPV, bem como a progressdo para lesdes displdsicas ou mesmo para o cancer, ¢ mais

freqliente em mulheres imunodeficientes, quando comparado a mulheres imunocompetentes

[s1

As citocinas sdo moléculas importantes na defesa do organismo contra infec¢des virais.
Elas podem atuar de forma indireta, através da determinagdao de um padrdo de resposta imune
ou diretamente pela inibicio da replicagdo viral ). El Sherif et al (2001) sugere uma

regulacdo cruzada entre os diferentes padrdes de citocinas na resposta imune do hospedeiro.
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Se por um lado, as citocinas pré-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 (IL10), induzem uma resposta imune adaptativa, que
¢ eficaz contra antigenos extracelulares, entretanto, permissiva ao desenvolvimento de

tumores 7] .

Avaliagdes da producdo de citocinas por linfocitos T do sangue periférico t€ém sido
realizadas em mulheres portadoras de lesdes cervicais em varios graus de gravidade,
sugerindo que o desenvolvimento das lesdes parece estar associado, preferencialmente, ao
padréo local de citocinas imunoinibitorias, como no caso da IL10 . Os diferentes niveis
secretados de IL10 podem estar associados a eliminagdo do HPV, ou a persisténcia da

infecgdo e progressio para lesdes cervicais %),

Segundo Giannini et al (2002), niveis aumentados de IL10 em mulheres com lesdes
cervicais infectadas pelo HPV em relacdo as mulheres saudaveis indicam a ocorréncia de
imunossupressao local, uma vez que a IL10 estaria inibindo a apresentagdo de antigenos, a
funcdo das células T citotoxicas, a proliferagdo das células T e a secre¢do de citocinas pro-

inflamatérias .

Ja foram descritos trés polimorfismos simples de nucleotideos (SNPs) na regido
promotora do gene da IL10, nas posi¢des -1082, -819 e -592. Estes parecem ter aplicabilidade
clinica, visto que alguns alelos podem determinar baixa, intermediaria ou alta producdo de
IL10 ¥ ' Em um estudo avaliando o polimorfismo -1082 foi observado que mulheres com
cancer cervical portadoras do alelo G parecem estar imunogeneticamente predispostas a
produzir altos niveis da IL10. Além disso, foi descrito que a freqiiéncia do alelo associado a
baixa produgdo de IL10 (-1082 A) foi menor no grupo de mulheres com cancer cervical
quando comparado com o grupo controle. Estes resultados sugerem que a habilidade,
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geneticamente determinada, de produzir altos niveis da IL10 pode ser um fator importante no

. A - 11
desenvolvimento do cancer cervical !,

Frente a estas consideragdes, este estudo tem como objetivo verificar a freqiiéncia do
polimorfismo presente na regido promotora (-1082) do gene da IL10 e sua associagdo com a

infec¢do genital pelo HPV.
Materiais e Métodos
Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo de caso-controle. O desfecho estudado foi a infec¢ao 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,
no Rio Grande do Sul, Brasil. Estas mulheres procuraram atendimento na Unidade de Atencao
Primaria Jardim Leopoldina, pertencente ao Servico de Saude Comunitiria do Grupo
Hospitalar Conceicao (Porto Alegre/RS) com o intuito de realizar rastreamento de cancer de

. . .y . . ~ oo [12
colo uterino. Os critérios de entrada no estudo ja foram descritos em publicag¢io prévia .

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

assinaram um Termo de Consentimento Informado.
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Amostra e Amostragem

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

estudados.

Definigdo de Casos: foram considerados casos todas as mulheres da base de dados que
apresentavam infec¢do genital pelo HPV, detectadas através da técnica de Reagao em Cadeia
da Polimerase (PCR) e que apresentavam resultado histopatologico alterado. O nimero

definido para o estudo foi de 84 casos.

Definicdo de Controles: foram considerados potenciais controles as mulheres HPV
negativas e com resultado citoldgico sem alteragdes. Compuseram o grupo controle, 211
mulheres e, para cada caso, trés controles eram selecionados emparelhados aos casos de

acordo com o més de entrada no estudo.

Cabe mencionar que da amostra inicial disponivel, houve uma perda de 19 % para os
casos ¢ 16% para os controles, decorrente de problemas relacionados a técnica utilizada para a
detec¢dao do polimorfismo IL10 -1082 A/G. O poder do estudo foi recalculado e este foi de

80%, sendo considerado adequado para os objetivos do estudo.
Coleta do material

Foram utilizadas amostras cérvico-vaginais das mulheres, coletadas através de uma
escova citologica (cytobrush) para a pesquisa de DNA viral e humano obtidas da
ectocérvice/endocérvice. O transporte das amostras foi realizado em condi¢des de baixas
temperaturas e conservado a temperatura de -20°C até o momento da extragdo. O protocolo de
extragdo de DNA utilizado foi descrito por Bauer ' ¢ Coutlée '] Todas as amostras foram
avaliadas quanto a presenca do DNA viral e genotipadas para os HPV oncogénicos, 16, 18 ¢

31.
59



Informagdes sobre as participantes, dados clinicos e laboratoriais (citopatologico,
colposcopia e anatomopatologico) foram extraidas da base de dados existente para o estudo de

coorte [ 2].

Diagnostico histopatologico das amostras do colo uterino

O diagnéstico histopatologico foi categorizado em dois grupos considerando a

gravidade da lesdo !"*";

- Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (Low Grade Squamous Intraepithelial

Lesion — LSIL: NIC I e alteragdes celulares secundarias a infec¢@o pelo HPV);

- Les@o Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (High Grade Squamous Intraepithelial

Lesion — HSIL: NIC II, NIC III e cancer cervical).
Deteccéo do polimorfismo 1L10 -1082 A/G

A detecgdo dos alelos A ou G na posi¢ao - 1082 na regido promotora do gene da IL10
foi realizada pela técnica de ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System),

descrita por Perrey '®. A seqiiéncia dos primers utilizados na PCR foram os seguintes:

IL10 (-1082) Primer Genérico (antisense): 5’-cagtgccaactgagaatttgg-3’
IL10 (-1082) Primer G (sense): 5’-ctactaaggcttctttgggac-3’
IL10 (-1082) Primer A (sense): 5’-actactaaggcttctttgggaa-3’

O tamanho do produto amplificado corresponde a 258 pb.

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

interno para cada reacao.
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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 reagdes foram realizadas em volume final de 25 pl, contendo 2,5U da enzima Taq
DNA polimerase (Invitrogen), primers na concentragdo de 50 ng/ ul cada, 150 mM de Mg Cl,,

200 mM de dNTP (Invitrogen),1 pl de DNA e H,O q.s.p.

As reagdes de amplificagdo do DNA foram realizadas no termociclador MJ Research
PTC 96. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampao de TEB 1X, contendo 0,5 mg/mL de Brometo de Etidio e visualizados sob luz

ultravioleta (UV).
Analise Estatistica

Para a comparagdo das variaveis categoricas com a presenga ou auséncia do desfecho
(infecgdo genital por HPV) foi utilizado teste qui-quadrado (x> de Yates ou Pearson e teste
Exato de Fisher quando indicado). Para a comparagao de variaveis continuas foi utilizado

teste t de student ou Mann-Whitney quando a distribuigdo das mesmas nao era gaussiana.

O modelo de regressao logistica multipla foi utilizado para estimar a razao de chance
(RC) e correspondente intervalo de confianca (IC) de 95%, para verificar as varidveis
independentemente associadas ao desfecho do estudo. Foram selecionadas para entrar no
modelo todas as variaveis com valor de p<0,25 na analise bivariada e/ou clinicamente
relevantes ao estudo. Foram consideradas estatisticamente significativas as varidveis com

valor de p<0,05.

O software SPSS® (versdo 17.0) ' foi utilizado para estas analises.
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O calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg '® foi realizado a partir do software
GraphPad Instat® (v. 3.06) ! ¢ utilizado para verificar se as freqiiéncias genotipicas

observadas estavam de acordo com as freqii€ncias esperadas na populacdo em estudo.
Resultados

As caracteristicas demograficas e soOcio-comportamentais na populacdo estudada
encontram-se descritas na Tabela 1. Observaram-se diferengas significativas entre casos e
controles em relacdo a idade, paridade e escolaridade, onde os casos eram em média mais
jovens que os controles (p<0,001), tinham menos filhos (p=0,01) e escolaridade superior
(p=0,06). Houve uma significancia limitrofe com a idade na primeira rela¢do sexual (p=0,06),
co-infec¢do por HIV (p=0,07) e nimero de parceiros sexuais ao longo da vida (p=0,08), sendo
que os casos iniciavam vida sexual mais precocemente, tinham mais parceiros € um

percentual maior de infecg¢do por HIV.

A freqiiéncia genotipica observada no grupo de mulheres com infeccdo foi 59,0% para o
gendtipo GG e entre os controles esta freqiiéncia foi de 28,4%. (Figura 1). Houve diferenga
significativa entre casos e controles quanto a freqiiéncia genotipica (Teste y°, p<0,001).
Através do Calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg verificou-se que as freqiliéncias

genotipicas observadas foram concordantes com as freqliéncias esperadas na populagao.

Na Tabela 2 estdo descritas as razdes de chance brutas e ajustadas, com os
correspondentes intervalos de confianca de 95%, para a associacdo entre as varidveis
estudadas e o desfecho. Observou-se que o grupo etario (RC=5,00; 1C95%:2,33-10,75), ¢ o
gendtipo GG (RC=4,41; 1,87-10,42) apresentaram-se independentemente associados ao
desfecho (infecgdo genital pelo HPV). As variaveis, escolaridade (RC=3,28; 1,00-11,18) e co-

infec¢do por HIV (RC=10,64; 1,00-111,11) apresentaram significancia limitrofe.
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A Figura 2 mostra a distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo IL10 -1082 em
mulheres infectadas pelo HPV, de acordo com o grau das lesdes, se alto (HSIL) ou baixo grau
(LSIL). Nas lesdes de baixo grau, que sdo predominantes nessa populacdo (73,8%), a
freqliéncia do genotipo GG foi 62,9%. Em mulheres que apresentavam HSIL (26,2%), o
gendtipo GG foi observado em 50,0%. Nao foi observada diferenca estatisticamente

significativa na distribuicdo dos gendtipos em lesdes de alto e baixo grau (p=0,59).

A freqliéncia dos genotipos de acordo com o tipo de HPV oncogénico (HPV 16, 18 e
31) e com a auséncia do virus sdo mostrados na Figura 3. Das mulheres arroladas portadoras
de HPV-AR, 50,0% apresentavam o gendtipo GG, 36,7% AG e 13,3% AA. Entre as mulheres
HPYV negativas, as freqiiéncias dos gendtipos foram de 48,8% para AG, 28,4% GG e 22,7%
AA. Foi observada diferenca de significancia limitrofe entre a distribuicdo da freqiiéncia dos
genotipos comparando mulheres com HPV oncogénicos em relagdo a mulheres HPV

negativas (p=0,05).

Discussio

Virios estudos tém avaliado a influéncia de fatores genéticos e producao de citocinas no
desenvolvimento de lesdes cervicais, visto que desempenham um papel fundamental na
resposta imune do hospedeiro [ 22122 23]
As populacdes nas quais sao identificadas lesdes cervicais apresentam, em média, 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 dos casos neste estudo foi de 35,7 anos (£14,0),
corroborando os achados de Schiffman et al (2007). No presente estudo, a idade (<35 anos)
mostrou-se independentemente associada a infec¢do genital por HPV em mulheres com LSIL
ou HSIL.

Viarios estudos tém sugerido uma associacdo significativa entre os tipos de lesdes

cervicais e dados socio-comportamentais, como idade da primeira relagdo sexual, nimero de
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parceiros, o uso de contraceptivos orais e tabagismo *> 2% 27 28 Sun-Kuie et al (2004)
sugerem que a combinagdo do uso de contraceptivos orais e tabagismo esta associada a HSIL
(21 Em nosso estudo ndo foi observada associagio entre fatores socio-comportamentais e o
desenvolvimento de lesdes cervicais (LSIL e HSIL). Uma possivel explicacdo ¢ a baixa
freqliéncia de lesoes de alto grau onde esta associagao tem sido mais observada.

Em relacdo a co-infecg¢do por HIV, mulheres infectadas pelo HPV tendem a desenvolver
mais lesdes cervicais escamosas de baixo (LSIL) e alto grau (HSIL) . No presente estudo, a
infecgdo por HIV apresentou uma associacdo limitrofe com o desfecho. No entanto, estes
achados devem ser interpretados com cautela, considerando-se o pequeno numero de
mulheres que apresentaram co-infecgao.

~ ~ ;s A . . , 23.32
Alteragdes na expressdo dos niveis da IL10 tém sido avaliadas em varios estudos > **

33:34.331 0 genétipo homozigoto AA do gene da IL10 na regido promotora -1082, relacionado

a baixa expressdo da citocina, foi associado com varios tipos tumorais, incluindo avancados

[23] [10] 4]

melanomas cutineos **!, cAncer de mama " e cancer de prostata **, enquanto a expressio

elevada da IL10 proporcionada pelo genotipo GG parece estar relacionada ao cancer cervical
[36]

No presente estudo, a infeccdo por HPV e a susceptibilidade ao desenvolvimento de
lesdes cervicais apresentou associagdo com o polimorfismo -1082 G/G do gene da IL10,
corroborando os achados de trabalhos prévios no qual o alelo G esteve associado a infec¢ao
viral e as lesdes cervicais ' 3" Além disso, em 50,0% das lesdes HSIL, o genotipo GG
esteve presente. Estes resultados estdo em concordancia com os achados de Bermudez-
Morales et al (2008), no qual o genotipo GG também foi observado em 62,0% das HSIL e em
84,0% dos casos de cancer °7. Outros estudos também relatam uma alta freqiiéncia do

, - . N . )
gendtipo GG (IL10) nas amostras cervicais de cancer, bem como em outros tipos tumorais >

32,34, 37]
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Sabe-se que os tipos oncogénicos do HPV estdo relacionados ao desenvolvimento de

lesdes cervicais e 4 progressio para o cancer cervical ®

. Observamos diferenca com
significancia limitrofe entre portadoras de HPVs oncogénicos (16, 18 ¢ 31) e mulheres HPV
negativas quanto a presenga dos alelos A/G da IL10. Apesar de ndo existirem trabalhos
mostrando a relacdo dos genotipos da IL10 com os tipos de HPV, estudos avaliando os niveis
dessa interleucina nas lesdes sugerem que a presenga da infeccdo pelo HPV 16 parece
influenciar os niveis dessa citocina **°"

Polimorfismos envolvendo genes de citocinas podem contribuir como marcadores para
a identificagdo de individuos com predisposicdo ao desenvolvimento de doengas,
principalmente do cancer. Entretanto, ¢ 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.

Algumas limitagdes devem ser consideradas ao examinarmos os resultados desse
estudo. Uma delas foi o pequeno numero de mulheres (casos) com lesdes graves (NIC III e
cancer), considerando-se que a extragdo de DNA de bidpsias de amostras cervicais em blocos
de parafina é um procedimento laborioso e, geralmente com resultados pouco satisfatorios.
Além disso, neste estudo foi analisado um tnico SNP (-1082), embora observagdes advindas
do estudo de um tunico SNP (-1082) possam parecer limitadas, esta variante parece ser
importante nos diferentes niveis de expressdo da IL10 de IL10. Assim, espera-se que 0s
achados deste estudo possam contribuir para o entendimento do papel da IL10 na etiologia do

cancer cervical.

Conclusao

Os resultados deste estudo sugerem que a predisposi¢do determinada geneticamente

para a producdo de altos niveis de IL10 (GG) pode estar associada a infeccdo genital por
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HPV, o que ratifica a importancia da resposta imunoldgica do hospedeiro na historia natural
da infecgao viral e na progressao de lesdes cervicais.

Apesar de haver poucos trabalhos na literatura relacionados a imunogenética do cancer
cervical, e esses ainda sugerirem de forma contraditoria o papel desses polimorfismos, nossos
achados reafirmam a importancia de aprofundar mais estudos com estas citocinas, avaliando-

as como possiveis marcadores para a predisposi¢ao ao cancer.

66



Referéncias Bibliograficas

1. Saslow D, Castle PE, Cox JT, Davey DD, Einstein MH, Ferris DG, et al. American Cancer
Society Guideline for Human Papillomavirus (HPV) Vaccine Use to Prevent Cervical

Cancer and Its Precursors. CA Cancer J Clin 2007; 57:7-28.

2. Baseman JG, Koutsky LA. The epidemiology of human papillomavirus infections. J Clin

Virology. 2005; 32(4): 16-24.

3. Perez LA. Genital HPV: Links to Cervical cancer, treatment, and prevention. Clin & Lab

Sci. 2001; 14(3): 183-6.

4. Villa LL. Human papillomavirus and Cervical Cancer. J Clin Oncol. 1997; 71(9): 321-41.

5. Parkin DM, Whelan SL, Ferlay J, Teppo L, Thomas DB (Editors). Cancer incidence in five

continents. Lyon (France): IARC; 2002.

6. Fernandes AP, Gongalves MA, Duarte G, Cunha FQ, Simdes RT, Donadi EA. HPV16,
HPV18, and HIV infection may influence cervical cytokine intralesional levels. Virology.

2005; 334(2): 294-8.

7. El-Sherif AM, Seth R, Tighe PJ, Jenkins DI. Quantitative analysis of IL10 and INF-gamma
mRNA levels in normal cervix and human papilomavirus type 16 associated cervical

precancer. J Pathol. 2001; 195(2): 179-85.

8. Gianini SL, Hubert P, Doyen J, Boniver J, Delvenne P. Influence of the mucosal epithelium
microenvironment on Langerhans cells: implications for the development of squamous

intraepithelial lesions of the cervix. Inter J Cancer. 2002; 97(5): 654-9.

67



9. Bidwell JL, Wood NA, Morse HR, Olomolaiye OO, Keen LJ, Laundy GJ. Human cytokine
gene nucleotide sequence alignments: supplement. Eur J Immunogenetics. 1999; 26(3):

135-223.

10. Hollegaard MV, Bidwell JL. Cytokine gene polymorphism in human disease: on-line

databases, Supplement 3. Genes Immun. 2006; 7(4):269-76.

11. Stanczuk GA, Sibanda EN, Perrey C, Chirara M, Pravica V, Hutchinson IV et al. Cancer
of the uterine cervix may be significantly associated with a gene polymorphism coding

for increased IL10 production. Int J Cancer. 2001; (94): 792-4.

12. Rosa MI, Fachel JM, Rosa DD, Medeiros LR, Igansi CN, Bozzetti MC. Persistence and
clearance of human papillomavirus infection: a prospective cohort study. Am J Obstet

Gynecol. 2008 Dec;199(6):617.e1-7. Epub 2008 Sep 16.

13. Bauer HM, Hildesheim A, Schiffman MH, Glass AG, Rush BB, Scott DR. Determinants
of genital human papillomavirus infection in low-risk women in Portland, Oregon. Sex

Transm Dis 1993; 20(5): 274-8.

14. Coutlée F, Gravitt P, Kornegay J, Hankins C, Richardson H, Lapointe N, Voyer H et al.
Use of PGMY primers in L1 consensus PCR improves detection of Human

Papilomavirus DNA in genital samples. J Clin Microbiology. 2002; 40(3): 902-7.

15. Sherry LW, Janet FS, Patricia ES, Mary K, Amy HP, Diane DD. Interobserver
Variability in Subclassification of Squamous Intraepithelial Lesions. Archives of

Pathology and Laboratory Medicine, 1999; Vol. 123, No. 11, pp. 1079-1084.
68



16. Perrey C, Turner SJ, Pravica V, Howell WM, Hutchinson IV. ARMS-PCR methodologies
to determine IL10, TNK-alpha and TGF-beta-1 gene polymorphism. Transplant

Immunology. 1999; 7(2): 127-8.

17. Ebrahimi N & Bilgili D. A new method of testing for Hardy—Weinberg equilibrium and

ordering populations. J Genetics. 2007 April; 86:1-7.

18. Statistical Package for Social Sciences — SPSS (Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais)

Versao 17.0. http://www.spss.com/statistics.

19. GraphPad Instat 3.06. Analyse, Graph and Organize your data. Versdo 3.06.

http://www.graphpad.com/instat/instat.htm

20. Fernandes AP, Gongalves MA, Simdes RT, Mendes-Junior CT, Duarte G, Donadi EA. A
pilot case-control association study of cytokine polymorphisms in Brazilian women

presenting with HPV-related cervical lesions. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2008

Oct;140(2):241-4. Epub 2008 May 27.

21. Song SH, Lee JK, Seok OS, Saw HS. The relationship between cytokines and HPV-16,
HPV-16 E6, E7, and high-risk HPV viral load in the uterine cervix. Gynecol Oncol.

2007 Mar;104(3):732-8. Epub 2006 Dec 22.

22. Sharma A, Rajappa M, Saxena A, Sharma M. Cytokine profile in Indian women with
cervical intraepithelial neoplasia and cancer cervix. Int J Gynecol Cancer. 2007 Jul-

Aug; 17(4):879-85. Epub 2007 Mar 5.

23. Passmore JA, Morroni C, Shapiro S, Williamson AL, Hoffman M. Papanicolaou smears

and cervical inflammatory cytokine responses. J Inflamm (Lond). 2007 Apr 24;4:8.
69



24. Howell WM, Rose-Zerilli MJ. Cytokine gene polymorphisms, cancer susceptibility, and

prognosis. J Nutrition. 2007; (137): 194-9.

25. Schiffman M, Castle PE, Jeronimo J, Rodriguez AC, Wacholder S. Human papilomavirus

and cervical cancer. Lancet. 2007; (370): 890-7.

26. Castle PE, Walker JL, Schiffman M, Wheeler CM. Hormonal contraceptive use,
pregnancy and parity, and the risk of cervical intraepithelial neoplasia 3 among
oncogenic HPV DNA-positive women with equivocal or mildly abnormal cytology. Int

J Cancer. 2005 Dec 20;117(6):1007-12.

27. Wang SS, Zuna RE, Wentzensen N, Dunn ST, Sherman ME, Gold MA et al. Human
papillomavirus cofactors by disease progression and human papillomavirus types in the
study to understand cervical cancer early endpoints and determinants. Cancer Epidemiol

Biomarkers Prev. 2009 Jan;18(1):113-20.

28. Syrjédnen K.New concepts on risk factors of HPV and novel screening strategies for

cervical cancer precursors. Eur J Gynaecol Oncol. 2008;29(3):205-21.

29. Delvenne P, Herman L, Kholod N, Caberg JH, Herfs M, Boniver J et al. Role of hormone
cofactors in the human papillomavirus-induced carcinogenesis of the uterine cervix.

Mol Cell Endocrinol. 2007 Jan 29;264(1-2):1-5. Epub 2006 Dec 4

30. Tay Sun-Kuie, Tay Kae-Jack. Passive cigarette smoking is a risk factor in cervical

neoplasia. Gynecologic Oncology. 2004; (93): 116-20.

31. Krishnan A, Levine AM. Malignancies in women with HIV infection. Womens Health

(Lond Engl). 2008 Jul; 4(4):357-68.
70



32. Govan VA, Carrara HR, Sachs JA, Hoffman M, Stanczuk GA, Williamson AL. Ethnic
differences in allelic distribution of IFN-gamma in South African women but no link

with cervical cancer. J Carcinogenesis. 2003; 3(2): 1477-3163.

33. Giordani L, Bruzzi P, Lasalandra C, Quaranta M, Schittulli F, Della Ragione F.
Association of breast cancer and polymorphisms of interleukin-10 and tumor necrosis

factor-alpha genes. Clin Chem. 2003; (49):1664-7.

34. Howell WM, Turner SJ, Bateman AC, Theaker JM. IL10 promoter polymorphisms
influence tumour development in cutaneous malignant melanoma. Genes Immun. 2001;

(2): 25-31.

35. McCarron SL, Edwards S, Evans PR, Gibbs R, Dearnaley DP, Dowe A et al. Influence of
cytokine gene polymorphisms on the development of prostate cancer. Cancer Res. 2002;

(62): 3369-72.

36. Turner DM, Williams DM, Sankaran D, Lazarus M, Sinnott PJ, Hutchinson IV. An
investigation of polymorphism in the interleukin-10 gene promoter. Eur J

Immunogenet. 1997; 1-8.

37. Bermudez-Morales VH, Gutierrez LX, Alcocer-Gonzalez JM, Burguete A, Madrid-
Marina V. Correlation Between IL10 Gene Expression and HPV Infection in Cervical
Cancer: A Mechanism for Immune Response Escape. Cancer Investigation, 2008;

26(10): 1037-43.

71



Tabela 1. Distribuicdo das variaveis sdcio-comportamentais de acordo com o grupo de

mulheres arroladas no estudo.

Casos Controles Valor de

Variaveis (n=84) (n=211) p
Cor da Pele - n (%)

Branca 65 (77,4%) 177 (84,2%) g

Nao-branca 19 (22,6%) 34 (15,8%) ’
Idade (média em anos e DP) 35,7 (13,7) 443 (11,6)  <0,001**
Escolaridade - n (%)

Até 1°. Grau Incompleto 20 (24,4%) 64 (30,2%)

De 1°. Grau Completo a 2°. Grau
Incompleto

De 2°. Completo ou acima
Infeccé@o por HIV - n (%)
Sim
Nao
Fumo - n (%)
Sim
Nao
Uso de Contraceptivo ora | - n (%)
Sim
Nao
Sexarca (média em anos e DP)

Parceiros Sexuais na Vida (média e DP)

Paridade (média e DP)

25 (26,3%)
39 (46,4%)

3 (3,6%)
81 (96,4%)

24 (28,6%)
60 (71,4%)

83 (99,9%)
1 (1,0%)
18,4 (4,1)
6 (13,0)
2(1,9)

75 (35,6%) = 0,06%**
72 (34,2%)

1(0,5%)
210 (99,5%)  0,06*

52 (23,4%)

0,43*
170 (76,6%)
213 (934%) 1z %
9 (4,6%)
194 (42) | 0,06%*
3 (4,0) 0,08%*

2,5 (1,8) 0,017

* Teste 7 de Yates/Fisher; ** Test t de student/MannWhitne; *** 2 de Pearson

DP: desvio padrao.
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Tabela 2. Razoes de Chances (RC) Brutas e Ajustadas das varidveis estudadas em relacdo a infeccao

genital por HPV.
Variaveis | RCpruta IC95%)* Valor p RCjustada (IC95%)** Valor de p
Grupo Etario (em anos)
> 35 (Ref.) 1,0 1,0
<35 4,76 (2,76 - 8,26) < 0,001 5,0 (2,33 -10,75) <0,001
Cor
Branca (Ref.) 1,0 1,0
Nao Branca 1,56 (0,83 - 2,92) 0,18 1,76 (0,83 - 3,75) 0,20
Fumo
Nao (Ref.) 1,0 1,0
0,43 0.74
Sim 1,31 (0,74 - 2,30) 1,16 (0,58 - 2,31)
Sexarca
>25 (Ref)) 1,0 1,0
18a24 1,18 (0,51- 2,74) 0,38 1,65 (0,62 - 4,37) 0,56
<17 1,50 (0,64 - 3,51) 0,09 1,95 (0,66 - 5,76) 0,40
Uso de Contraceptivo Oral
Nio (Ref)) 1,0 1,0
0,12 0.65
Sim 4,23 (0,44 - 37.,8) 2,12 (0,23 - 19,61)
Parceiros Sexuais na Vida
1 (Ref) 1,0 1,0
2a4 1,44 (0,81 - 2,56) 0,29 1,12 (0,42 - 2,96) 0,90
>5 1,55 (0,71 - 3,40) 0,23 1,27 (0,64 - 2,52) 0,44
Infecciio por HIV
Nao (Ref.) 1,0 1,0
0,06 0,08
Sim 7,94 (0,82 -76,92) 10,64 (1,00 - 111,11)
Escolaridade***
SGC ou acima (Ref.) 1,0 1,0
PGC a SGI 3,74 (1,49 - 9,40) 0,34 2,68 (0,90 - 8,09) 0,12
Até PGI 4,47 (1,65 -12,12) 0,06 3,28 (1,0 -11,18) 0,08
Paridade
<2 filhos (Ref.) 1,0 1,0
0,01 0,54
> 2 filhos 1,49 (0,88 - 2,54) 1,47 (0,65 - 2,60)
Gendtipos
AA (Ref.) 1,0 1,0
AG 1,10 (0,48 - 2,47) <0, 001 1,12 (0,46 - 2,72) 0,57
GG 3,92 (1,80 - 8,55) <0, 001 4,41 (1,87 - 10,42) <0, 001

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

*** Escolaridade: PGl — primeiro grau incompleto; PGC — primeiro grau completo; SGI — segundo grau incompleto;

SGC - segundo grau completo.
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Figura 1. Distribuicio dos gendtipos nas mulheres estudadas, de acordo com a presenca

ou auséncia do desfecho.
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Figura 2. Freqiiéncias genotipicas da IL10 em lesdes baixo grau (LSIL) e alto grau

(HSIL) em mulheres HPV positivas.
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Figura 3. Distribuicio dos genotipos estudados de acordo com a presenca de infeccio

pelos tipos virais oncogénicos (HPV 16, 18 e 31) e com a auséncia de infecciio viral.
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7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um fator associado com o
desenvolvimento do cancer de colo de ttero. A freqiiéncia de mulheres com infec¢do genital
pelo HPV ¢ consideravelmente mais elevada que o nimero de mulheres com céancer cervical.
Este fato torna relevante a busca de um entendimento maior deste processo, como por
exemplo, a predisposi¢do imunolégica do hospedeiro.

No presente estudo, a infeccdo por HPV e a susceptibilidade ao desenvolvimento de
lesdes cervicais apresentou associagdo com o polimorfismo -1082 G/G do gene da IL10,
corroborando os achados de trabalhos prévios no qual o alelo G esteve associado a infec¢ao
viral e as lesdes cervicais ' 3" Além disso, em 50,0% das lesdes HSIL, o genotipo GG
esteve presente. Estes resultados estdo em concordancia com os achados de Bermudez-
Morales et al (2008), no qual o genotipo GG também foi observado em 62,0% das HSIL e em
84,0% dos casos de cancer °7. Outros estudos também relatam uma alta freqiiéncia do

, - . ~ . )
gendtipo GG (IL10) nas amostras cervicais de cAncer, bem como em outros tipos tumorais >

32,34, 37]

A partir deste achados, poder-se-ia sugerir que a predisposi¢do determinada
geneticamente para a producdo de altos niveis de IL-10 (GG) parece estar associada a
infeccdo genital pelo HPV, mostrando a importancia da resposta imunolégica do hospedeiro
no processo de infecg@o e na progressao das lesoes cervicais pelo HPV.

Apesar de haver poucos trabalhos na literatura relacionados a imunogenética do cancer
cervical, e esses tendo descrito de forma contraditdria o papel desses polimorfismos, nossos
achados reafirmam a importancia de aprofundar mais estudos com estas citocinas, avaliando

estes como possiveis marcadores para a predisposi¢ao ao cancer.
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1. CARACTERIZACAO E JUSTIFICATIVA

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus de DNA da familia Papillomaviridae que
foi descrito pela primeira vez em 1954. E o principal agente etiolégico de lesdes urogenitais
tais como verrugas genitais, lesdes planas e alteracdes estruturais no colo do utero, vagina e
vulva, sendo considerado o principal fator envolvido no desenvolvimento da neoplasia
cervical ou cancer do colo uterino (Bibbo & Silva Filho, 1998).

Atualmente, o HPV ¢ a infecgcdo viral sexualmente transmissivel mais freqiiente,
atingindo cerca de 10,0 a 12,0% das mulheres com vida sexualmente ativa (Carvalho, 2000;
NAUD, 1993). Em relacdo as mulheres jovens, entre 20 e 29 anos, sua prevaléncia ¢ ainda
maior, de 20,0 a 40,0% (Ferreira Santos, 2003).

Ja foram descritos mais de 100 tipos virais que sdo 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. 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 € na regido anogenital que parecem
ndo oferecer nenhum risco de progressdo 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 ¢ estdo
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 ¢ 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
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mulheres. Constitui-se um dos mais graves problemas de satude 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).

A implicacdo do HPV em praticamente todos os canceres cervicais nos leva a
investigacdo de outros fatores associados, pois o numero de infecgdes ¢ extremamente maior
do que o niimero de casos de cancer cervical. Certamente, outros fatores associados também
contribuem para a formagao e progressao das lesdes pré-malignas e do cancer cervical, uma
vez que nem todas as mulheres infectadas pelo HPV de alto risco fatalmente desenvolverdo
cancer (Odunsi et al, 1995; Pinto et al, 2002).

A exposi¢do ao fumo, mesmo sendo passiva, tem sido sugerida como fator relacionado
a um aumento do risco de desenvolvimento do cancer cervical (Brinton et al, 1986; Pinto et
al, 2002). A presenga de substancias carcinogénicas provenientes no cigarro na mucosa
cervical tem sido descrita como possivel explicacdo para essa associagdo epidemioldgica.

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

A investigagdo de fatores genéticos ligados a imunidade ¢ essencial para o
entendimento das associagdes do virus com as células do hospedeiro. Estudos demonstram
uma relagdo da atua¢do do virus do HPV de alto risco no hospedeiro levando ao
desenvolvimento de lesdes pré-malignas e também uma forte influéncia de fatores
imunoldgicos e genéticos que impecam a agao viral (Hildesheim & Wang, 2002; Maciag et al,
2000).

Na genética médica, os marcadores tém uma ampla utilidade na avaliacdo da

predisposi¢do para diversos distirbios, entre eles, o cancer cervical. Os polimorfismos tém
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como principal valor o seu uso como ‘“marcadores” genéticos para distinguir diferentes
formas hereditarias de um gene (Nussabaum, Mcinnes, Willard, 2002).

Nesse estudo sera avaliada a influéncia genética do polimorfismo (-1082) localizado
no gene da IL10 no desenvolvimento de lesdes cervicais, visto que, esta citocina ¢ uma
molécula importante na resposta imune contra infec¢des virais. Geneticamente determinadas,
pode apresentar predominio para padrao associado com a eliminacdo do HPV, ou associadas
com a persisténcia da infecgdo e progressdo para lesdes cervicais (Fernandes et al, 2004).

O conhecimento de polimorfismos relacionados a lesdes e ao cancer do colo uterino
pode auxiliar no entendimento da variabilidade genética das populagdes e no desenvolvimento
de métodos de prevencdo, como novas vacinas ¢ de programas de vigilancia epidemiologica

para o controle das doengas sexualmente infecciosas (DSI).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a freqiiéncia do polimorfismo presente na regido promotora (-1082) do gene

da IL10 e sua associag@o com a infec¢ao genital pelo HPV.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar a freqiiéncia dos alelos encontrados no polimorfismo -1082A/G do gene

da IL10 nas amostras investigadas.

- Verificar a possivel associacdo do polimorfismo 1082A/G do gene da IL10 com a
infeccdo genital pelo HPV (presenga ou auséncia do virus, e presenca de HPV de alto risco

16, 18 € 31).

- Verificar a possivel associagdo do polimorfismo 1082A/G do gene da IL10 com o

grau de lesdes cervicais em mulheres infectadas pelo HPV.

84



3. EMBASAMENTO TEORICO

3.1. Epidemiologia do Cancer Cervical

Em todo o mundo, a incidéncia e a mortalidade do cancer cervical apenas sio
superadas pelos indices de cancer de mama, ocupando o sétimo lugar em mortalidade na

populacgio 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 2008 mostrou 18.680 casos, com um
risco estimado de 20 casos a cada 100.000 mulheres; no Rio Grande do Sul, para este mesmo
ano, 5.620 casos foram registrados, e na capital, a estimativa foi de 28,17 casos para cada

100.000 mulheres. (INCA, 2008).

O desenvolvimento do cancer cervical e sua associacdo com o HPV estio bem
estabelecidos, sendo este o principal fator para o desenvolvimento de cancer cervical. As
taxas de aquisi¢ao para a infec¢do por HPV sdo elevadas, principalmente em adultos jovens

com vida sexualmente ativa (Baseman et al, 2005).

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 formacao de neoplasias cervicais (Lorenzato et

al, 2001).

O HPV 16 ¢ um dos tipos de alto risco mais freqiiente entre as mulheres, e também o

mais comum entre os casos de cancer cervical, com taxas de 23,4% nas mulheres, sendo ainda
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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 ¢ 7,2% em mulheres com

idade ao redor de 25 anos (Baseman et al, 2005).

3.2. Alteracoes celulares provocadas pelo HPV

Quando o HPV infecta uma célula, ele pode ser eliminado, ficar latente ou produzir
infeccdo clinica ou sub-clinica ativa ou pode, ainda, integrar seu genoma ao da célula
hospedeira imatura, impedindo sua diferenciacdo e maturagdo de forma normal (Martins &

Pereyra, 2000).

A infecgdo clinica pode ser diagnosticada pelos métodos tradicionais morfoldgicos e
apresenta como caracteristica efeitos citopaticos especificos, visiveis em exame
citopatologico e em alteragdes de tecido, identificadas pela colposcopia e histopatologia. A
fase proliferativa do virus ¢ representada pelas verrugas e lesdes planas que apresentam um
tropismo para o epitélio escamoso do colo uterino e estas sdo classificadas morfologicamente

como lesdes de baixo grau (Villa, 1997).

A partir de uma possivel integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira
podem aparecer lesdes de maior grau de transformacdo morfologica, classificadas como
lesdes de alto grau e consideradas como lesdes precursoras do cancer de colo uterino (Villa,

1997).

A infecgdo persiste por 10 a 20 anos permitindo, desta forma, o desenvolvimento de
alteracOes genéticas adicionais e progressao de lesdes de baixo, moderado e alto grau para

cancer invasivo. As alteracdes provocadas pela integracdo do virus ao DNA da célula
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hospedeira podem persistir em média por 15 anos, através de alteracdes genéticas adicionais

(Martins & Pereyra, 2000).

As alteragdes intraepiteliais cervicais podem ser consideradas duas entidades
histologicas distintas: HSIL (High Squamous Intraepithelial Lesion - NIC II e NIC IIT) e LSIL
(Low Squamous Intraepithelial Lesion - NIC I e alteracdes celulares devidas a infec¢do pelo
HPV). As lesdes consideradas HSIL se encontram associadas, em sua maioria, aos subtipos
oncogénicos do HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66 ¢ 68). A presenga
desses subtipos oncogénicos do HPV na cérvice uterina esta relacionado a persisténcia e
progressdo das NIC, assim como ao desenvolvimento de céancer cervical (Ho et al, 1995;
Lungu et al, 1992; Schiffman et al, 1993). Segundo Silva e colaboradores (2006), os grupos
que t€m maior probabilidade de desenvolver NIC s3o aquelas pacientes portadoras de HPV de
alto risco, com antecedente de DST, que tiveram inicio precoce da relagdo sexual e as

tabagistas.

O carcinoma do colo uterino ¢ uma doenga que apresenta um espectro de evolucao,
iniciando com o aparecimento de uma lesdo precursora que pode progredir no decorrer dos
anos. As lesdes precursoras ocorrem, principalmente, em mulheres jovens, com maior
incidéncia em torno dos 30 anos. Mundialmente, tem-se observado um aumento da freqiiéncia
destas alteracdes em torno dos 20 anos e, ocasionalmente, em faixas etarias ainda mais jovens

(Herbst et al, 1992).

Para as pacientes que desenvolvem alteracdes intraepiteliais cervicais deve haver um
esfor¢o maior de programas de prevengao, para identifica-los e, a seguir, garantir atendimento
diferenciado com métodos de diagnostico e aconselhamento, objetivando evitar o surgimento

ou a progressao dessas lesoes.
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3.3. Biologia Molecular do HPV

O genoma viral do HPV ¢ constituido por uma molécula de DNA fita dupla, circular
de 8.000 pares de bases (pb). Sdo identificados por trés regides séricas: regido precoce (early,
E) que possuem oito regides conhecidas como ORFS (Open Reading Frames) um complexo
de proteinas funcionais codificadas pelos genes El, E2, E4, E5, E6 ¢ E7 e que estdo
envolvidas no controle da replicacdo e transcri¢ao viral durante o estado epissomal (Miinger

et al, 2004).

As proteinas dos genes E1 e E2 desempenham importantes fung¢des na replicacdo viral;
a proteina E4 age desestabilizando os filamentos intermedidrios das camadas superiores das
células do epitélio escamoso e da pele, facilitando assim, a liberacdo do virus; j& a proteina ES
modula os processos de divisdo celular a partir da membrana celular (MUNGER et al, 2004).
As proteinas codificadas pelos genes E6 ¢ E7 exercem fungdes na formacdo de tumores

(Janicek et al, 2001; Miinger et al, 2004).

A regido de expressao tardia (late, L) que compdem o capsideo viral sdo codificadas
por L1 e L2 (Miinger et al, 2004). A regiao reguladora, denominada de upstream regulatory
region (URL), situa-se entre L1 e E6 e detém a origem da replicagdo, representando cerca de

10,0 % do genoma viral total (Chan et al, 1995).

A caracteristica mais especifica do HPV de baixo risco ¢ que na maioria dos tumores
benignos o genoma viral € preservado como DNA epissomal (que ndo se integra ao genoma
do hospedeiro) (Thorland et al, 2003; Ziegert et al, 2003).

A integragdo ocorre freqiientemente proxima a locais frageis do genoma humano,
porém, ndo existem evidéncias de locais especificos para essa integracdo (Thorland et al,

2003; Ziegert et al, 2003).
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Em lesdes malignas associadas aos HPV 16 e 18, contudo, o DNA viral se integra aos
cromossomos hospedeiros. Para integrar-se ao DNA nuclear, ¢ necessario que haja uma
quebra no genoma viral. Esta separacdo ndo ocorre de forma aleatoria, pois a maioria ocorre
nas regides E1 e E2 do virus, resultando na perda de funcdo desses dois genes, acompanhada
pela integracdo do DNA do viral ao genoma da célula hospedeira, que passa a expressar os

oncogenes virais E6 ¢ E7 (Kaufman et al, 2000; Burd, 2003).

As proteinas codificadas pelo genoma do HPV, principalmente as produzidas pela
expressao dos genes E6 e E7 estdo relacionadas com a carcinogénese mediada pelo HPV, pois
sdo capazes de inativar as proteinas p53 e pRb, responsaveis pelo controle do crescimento
celular. Em particular, foi demonstrado que a proteina E6 interage com a proteina p53 ¢ a
proteina E7 com a proteina pRb, causando desequilibrio no ciclo celular (Kelley et al, 2005).
Essas duas proteinas sdo produtos genes supressores de tumor que regulam o crescimento da
célula, e previnem os acontecimentos que levam a transformacdo maligna das células,

interrompendo sua divisao e prolifera¢ao (Beutner & Tyring, 1997; Pinto et al, 2002).

A eliminagdo desse controle de ciclo celular do DNA celular (p53 e pRb) pode
provocar um acumulo de mutagdes nas células que expressam tais oncoproteinas, resultando
em um fenotipo alterado, além disso, a integragdo na célula hospedeira pode gerar mutagdes
que induzem a formagdo tumoral. Acredita-se que o potencial oncogénico desses virus seja,
em parte, devido as suas integragdes sendo processos moleculares relacionados ao surgimento
do cancer pelo HPV, especialmente se comparado aos tipos de baixo risco que ndo integram o

seu genoma ao do hospedeiro (Rapp & Chen, 1998).

3.4. Co-fatores do HPV na oncogénese cervical

Entre os fatores de risco para o surgimento do cancer cervical uterino e de lesdes

precursoras, a infecgdo pelo HPV tem sido estabelecida dentro dos critérios de causalidade.
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O desenvolvimento do cancer cervical ¢ quase improvavel na auséncia da infec¢ao pelo HPV

e de fatores coexistentes que fornecem a persisténcia da infecgao (Silva et al, 2006).

Diversos fatores sdcio-comportamentais podem estar relacionados ao desenvolvimento
de uma lesdo precursora do cancer cervical associada ao HPV. Entre esses se destacam o
comportamento sexual, a idade precoce da atividade sexual, multiplicidade de parceiros,
multiparidade, tabagismo, situagdo socio-econdmica, o uso prolongado de contraceptivos
orais, precarios habitos de higiene pessoal, historia de doengas sexualmente transmissiveis e
fatores imunologicos (Villa, 1997; Perez, 2001). Dentre estes co-fatores citados, o elevado
namero de parceiros sexuais representa o mais evidente para a infec¢do pelo HPV (Burk et al,

1996).

Em relagdo ao tabagismo, a exposicdo ao fumo, a idade de inicio, o periodo e
freqliéncia de consumo de cigarros, todos estes fatores parecem influenciar na incidéncia do
cancer cervical (Haverkos et al, 2000; Kjellberg et al, 2000). Os dois mecanismos principais
pelo qual o habito de fumar contribui para a oncogénese cervical incluem a exposi¢ao direta
do DNA de células epiteliais cervicais a nicotina e a cotidina, bem como a outros produtos

metabolicos e componentes da fumaca do cigarro (Pinto et al, 2002).

Entretanto, em relagdo ao uso de contraceptivos orais, ¢ dificil avaliar sua relacdo com
a infeccdo pelo HPV. Estudos demonstraram que o uso de contraceptivos orais teria uma
associagdo com os subtipos de HPV de alto risco 16, 18 e 31. Além disso, hormonios
esteroides 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 lesdes causadas pelo virus na cérvice de mulheres jovens (Wang et al, 2003).

A resposta imune do hospedeiro também ¢ um fator determinante no processo de

evolugdo da infeccdo viral e no desenvolvimento neoplasico. A prevaléncia da infec¢ao pelo
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HPV bem como a progressao para lesdes displasicas ou mesmo o cancer ¢ mais freqiiente em

mulheres imunodeficientes, quando comparado a mulheres imunocompetentes (Anschau et al,

2002).

A participagdo exata de cada um dos fatores abordados acima e quais os elementos
essenciais para o desencadeamento do processo carcinogénico, ainda s3o pontos que

necessitam de mais estudos.

3.5. Sistema Imunologico e HPV

Viarios estudos na literatura suportam a forte associacao existente entre a oncogénese e
progressdo neopldsica relacionada ao HPV e ao sistema imunoldégico. Entretanto, os
mecanismos exatos que disparam essa resposta imune eficiente contra lesdes relacionadas ao
HPV ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Eles podem estar relacionados a ativagdo do

sistema imunologico ou a composigdo genética do hospedeiro (Pinto et al, 2002).

Os genes do sistema imune desempenham uma grande importancia clinica em
transplantes, doencas auto-imunes e respostas a infec¢des, como ainda oferecem excelentes
modelos para a analise da variagdo humana e expressao génica. Os fatores genéticos exercem
um papel relevante ndo apenas na resposta imune normal, mas também no desenvolvimento

de reacdes e doencas imunologicas (Nussabaum, Mcinnes, Willard, 2002).

3.5.1. Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

Muitas pesquisas vém obtendo resultados no que diz respeito aos genes do Complexo
de Histocompatibilidade Principal (MHC), principalmente os genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA) que desempenham uma importante fung¢do na regulagdo do

sistema imune.
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Os genes HLA sao divididos em genes de Classe I (HLA A, HLA B e HLA C) ¢
Classe II. A Classe I € representada por antigenos que sdo fundamentais a imunocompeténcia
e estdo diretamente relacionados ao reconhecimento de antigenos. Os genes da classe II estao
organizados em varias sub-regides que codificam os antigenos (HLA-DR, HLA-DP ¢ HLA-

DQ) (Araujo Souza & Villa, 2003).

Estudos recentes demonstram a relacdo de alguns alelos encontrados em populagdes
de mulheres com lesdes cervicais. A maioria dos achados aponta o envolvimento de HLA de
classe II, tanto como fator de prote¢do quanto de inducdo a formacao das 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 associa¢do com lesdes pré-
malignas e provavelmente com a permanéncia da infeccdo por HPV em alguns casos (Odunsi
et al, 1995). Outros alelos estudados em diferentes populagdes enfatizam o envolvimento do

gene HLA-DQBI de classe II (Dao et al, 2005).

O envolvimento de alelos na protecdo contra o desenvolvimento de lesdes cervicais
também foi relatado. Segundo um estudo realizado por Hildesheim e colaboradores (2002) foi
verificado um efeito protetor dos alelos HLA DRB1*13/DQB1*0603 de classe II, sendo estes,

os achados mais consistentes na literatura.

Poucos estudos foram realizados avaliando a associacdo entre HLA de classe I e o
possivel desenvolvimento de lesdes pré-malignas da cérvice, mesmo conhecendo seu

potencial (Araujo Souza & Villa, 2003).
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3.5.2. Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

O Fator de Necrose Tumoral (TNF—a) localiza-se no cromossomo 6, constituinte do
MHC, entre as regides HLA classe I ¢ HLA classe II (Deshpande et al, 2005). No que diz
respeito ao HPV, ele esté relacionado com o controle direto e indireto na infec¢do; no controle
direto da infeccdo, o TNF-a induz a apoptose nas células infectadas pelo virus e nas células
tumorais, estimulando assim uma resposta inflamatoria através do aumento da regulagdo das
moléculas de adesdo vascular e de citosinas, contendo assim, o crescimento da infec¢cdo pelo
HPV e a regulacdo do gene de transcrigdo do HPV. Em relacdo ao controle indireto no
desenvolvimento da infeccdo pelo HPV, a regulacdo dos niveis de TNF-a, localizados e

sistémicos, ocorre em niveis genéticos. (Deshpande et al, 2005).

Um estudo que investigou o efeito dos polimorfismos de um tnico nucleotideo (single
nucleotide polymorphisms — SNPs), na regido promotora do gene, constatou que SNPs nas
posicdes -307 [17,18], -375 [19], -863 [18, 20] e -857 [20] afetam a transcri¢do do TNF-a.
Alteragdes nos niveis de TNF-a podem influenciar na resposta imune a diversos patdgenos
que estdo associados com a susceptibilidade para doengas infecciosas. Foi demonstrada a
associacdo de um polimorfismo de microsatélite, TNF-a -11, com infeccdo pelo HPV-16 e
com neoplasia intraepitelial cervical (NIC), quando combinados com os alelos do gene HLA-

DQB. (Deshpande et al, 2005).

3.5.3. Interferon — gama (INF-y)

Os linfocitos T sdo divididos em células Thl, que produzem IL-2, IFN-y e TNF-8, e
células Th2, que produzem IL-4, IL-5, IL10 e IL-13. Sabe-se que o IFN-y aumenta a

imunidade celular e estimula a imunidade humoral. A avaliagdo dos padrdes de citocina na
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infeccdo associada ao HPV revela que alteracdes no equilibrio das mesmas estao relacionadas

ao desenvolvimento dessa infec¢do. (Maciag & Villa, 1999).

Virios fatores regulam o equilibrio entre Thl e respostas Th2, tal como citocinas
produzidas por células de imunocompetentes. Enquanto citocinas Thl estimulam a resposta
imune celular, as citocinas Th2 favorecem a repressdo da resposta celular. (ABBAS et al,
1996). Embora evidéncias experimentais indiquem que moléculas de MHC poderiam
participar na regulacdo e no equilibrio de Thl e Th2, o papel destas moléculas de regulagdo

ainda ndo esta claro (Hanson et al, 1999).

Estudos comprovam que varios polimorfismos no gene do IFN-y estariam associados
com a susceptibilidade individual para o desenvolvimento da carcinogénese cervical (Hung-

Cheng LAI et al, 2004).

3.6. Interleucina 10 (IL10)

As citocinas sdo moléculas importantes na resposta imune contra infecgdes virais.
Geneticamente determinadas, podem apresentar predominio para padrao associado com a
eliminacdo do HPV, ou associadas com a persisténcia da infec¢do e progressao para lesdes
cervicais, como a IL10. Avaliagdes da producdo de citocinas pelos linfocitos T do sangue
periférico tém sido realizadas em mulheres apresentando a infec¢ao 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 imunoinibitorias, como a IL10 e ndo a um padrio de resposta imune pro-
inflamatoria, que seria mais apropriada contra infec¢des virais e tumores (Fernandes et al,

2004).
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Sabe-se que existem trés SNPs descritos na regido promotora do gene da IL10, nas
posicdes -1082, -819 e -592. A presenga do nucleotideo A na posi¢do -1082 estd
correlacionada com baixa produgdo da IL10. Os polimorfismos do gene da IL10 da regido
promotora parecem ter aplicabilidade clinica, visto que alguns alelos podem determinar baixa,
intermediaria ou alta producdo de IL10. A capacidade de secretar diferentes niveis de
citocinas, herdadas geneticamente, parece ser relevante na resposta imune contra a infec¢ao
pelo HPV e na oncogénese das lesdes cervicais. No entanto, sdo 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 IL10 demonstrou que as
pacientes portadoras do alelo G e com cancer cervical parecem estar imunogeneticamente
predispostas a produzir altos niveis de IL10. Além disso, foi observado que a prevaléncia do
alelo associado (-1082 A) a baixa produgdo foi menor no grupo de pacientes com cancer
cervical quando comparados com o de mulheres sauddveis, no qual ndo foram observados
alelos para alta produgdo. Estes resultados sugerem que a habilidade, geneticamente
determinada, de produzir altos niveis da IL10 pode ser um fator importante no

desenvolvimento do cancer cervical (Stanczuk et al, 2001).

Segundo Gianini et al, (2002) niveis aumentados de IL10 em mulheres com lesdes
cervicais infectadas pelo HPV, em relagdo as mulheres saudaveis apresentando colos uterinos
normais, indicam a ocorréncia de imunossupressao local, visto que a IL10 estaria inibindo a
apresentacdo de antigenos, a funcao das células T citotoxicas, a proliferagao das células T e a
secrecdao de citocinas pro-inflamatorias. Essas inibigdes contribuem para a instalagdo e o

desenvolvimento de lesdes cervicais apds infec¢ao pelo HPV.

Acredita-se que a presenga da infec¢do pelo HPV-16, tipo viral predominantemente
encontrado em estudos brasileiros, parece influenciar na produ¢do da IL10, aumentando sua
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producdo em mulheres que geneticamente estariam predispostas a produzir niveis reduzidos
dessa citocina, deixando-as mais susceptiveis a instalagdo e progressdo de lesdes cervicais,

precursoras do cancer do colo uterino (Fernandes et al, 2004).

3.7. Vacina

Uma vez que o HPV ¢ considerado o principal responsavel pelo desenvolvimento do
cancer cervical sendo assim, duas formas de prevencdo sdo propostas: o rastreamento das
lesdes precursoras com testes diagnosticos sensiveis ou a imunizagdo contra o HPV (Franco
& Harper, 2005). Embora a incidéncia do cancer genital venha diminuindo devido aos
métodos de rastreamento, seu custo ainda ¢ elevado (Soper, 2006). Logo, a prevencao das

doengas relacionadas ao virus deveria ser disponivel sob a forma de vacinagao.

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 infeccdo pelo HPV e as doencas relacionadas e as terapéuticas
induzem a regressao das lesdes pré-cancerosas e remissao 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¢do incidental e 100% contra as persistentes por estes tipos de
HPV. A vacina demonstrou ser segura, bem tolerada e altamente imunogénica (Ault, 2006;
Franco & Harper, 2005; Harper et al, 2004; Weaver, 2006). Além disso, a analise dessa
vacina contra infec¢@o incidental por outros tipos oncogénicos indicou alto grau de prote¢ao
contra o HPV 31 e 45, o terceiro e o quarto tipos virais mais comumente associados ao cancer

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

associadas ao HPV (Weaver, 2006).

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

vacinagdo, os médicos ¢ os pais deverdo auxiliar na tomada de decisao (Gonik, 2006).

De qualquer forma, a vacina contra o HPV ¢ uma das esperangas para o futuro e a
proposta do programa de vacinagdo. A expectativa ¢ que em 10 a 20 anos possam ocorrer
reducdes das taxas de incidéncia de lesdes precursoras do HPV e, desta forma, a redugdo do

cancer cervical (Linhares & Villa, 2006).
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4. METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE ACAO
4.1. Delineamento

Trata-se de um Estudo Caso Controle envolvendo mulheres assintomaticas de uma
area populacional assistida pela Unidade de Aten¢do Primaria Jardim Leopoldina, pertencente
ao Servico de Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar Concei¢cdo (SSCGHC), localizado na

Zona Norte de Porto Alegre.

Esse trabalho ¢ parte do Projeto Associacdo entre Polimorfismos de Genes do Sistema
Imunoloégico (I1-10, Tnf-a) e Infeccdo por HPV nos diferentes graus de Lesdes Cervicais”
(Protocolo n°. 25.70.06.0401), do grupo de pesquisas em Bioandlises, ja aprovado pelo
Comité de Etica da Feevale. O referido projeto também foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Grupo Hospitalar Concei¢ao (CEP — GHC) sobre o protocolo n°. 112/2002.
4.2. Amostras

As amostras selecionadas para a andlise 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. Para
ser elegivel a paciente deveria pertencer a area geografica acima descrita, deveria ter iniciado

vida sexual e ndo ter tido diagnostico prévio de cancer de colo uterino.
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Serdo analisados dois grupos: uma amostra de mulheres HPV positivas € com exame
citopatologico alterado e, uma amostra de mulheres com resultado negativo para HPV pelo
teste de PCR e resultado normal para o teste citopatoldgico, em amostras de lavado cérvico-

vaginais.

4.2.1 Amostras cérvico-vaginais

As amostras cérvico-vaginais para a pesquisa de DNA-HPV foram coletadas da
ectocérvice previamente higienizada com gaze para remog¢ao do excesso de muco e realizada
a coleta de trés swabs, utilizando a escova citologica (cytobrush), para a obten¢do de uma

quantidade representativa de células.

Um dos swabs foi utilizado na analise microscopica direta de microorganismos. Apos
a analise direta, foi coletado o proximo 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; ImM EDTA) para a realizagdo da

analise molecular do virus através da PCR.

O transporte das amostras foi realizado em condigdes de baixas temperaturas e logo

depois, foram conservadas a temperatura de -20°C até o momento da extragao.

4.3 Extracoes

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

4.3.1 Extracdo de DNA das amostras de lavado cérvico-vaginais

Foi utilizado o protocolo de extracio de DNA em amostras cérvico-vaginais

anteriormente descrito por Bauer et al, 1993 e Coutlée et al, 2002.
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4.4. Reacao de Amplificacdo (PCR)

O trabalho serd desenvolvido no laboratério de Biologia Molecular do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CDCT) localizado na Fundacdo Estadual de

Producao e Pesquisa em Saude (FEPPS), em Porto Alegre.

O DNA das amostras clinicas sera submetido a amplificacdo 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 IL10, do TNF- a
e IFNy. Acredita-se que esta metodologia tenha muitas vantagens, além de ser precisa, rapida
e confiante para a determinagdo de genotipos 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 doencas genéticas. Serd utilizado no presente estudo para o polimorfismo da

IL10 (-1082A/G) a seqiiéncia de primers a seguir:

IL10 (-1082) Primer Genético (antisense): 5’-cagtgccaactgagaatttgg-3’
IL10 (-1082) Primer G (sense): 5’-ctactaaggcttctttgggac-3’
IL10 (-1082) Primer A (sense): 5’-actactaaggcttctttgggaa-3’

O tamanho do produto amplificado sera de 258 pb.

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

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

O tamanho do produto amplificado sera de 429 pb.

Nas reacdes serd realizada uma reagdo de PCR para cada alelo investigado, utilizando
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primers de controle interno para cada reagao.

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

ultravioleta (UV).
4.5. Analise Estatistica

O Teste de Homogeneidade (y”> de Pearson) sera utilizado para compara¢io das
variaveis categéricas com a presenca ou auséncia do desfecho (infec¢do genital pro HPV); e o
teste t de student ou Mann-Whitney, para comparar as variaveis continuas com a presenga ou
ndo do desfecho (infec¢do genital por HPV). O nivel de significancia de 5% foi utilizado nos

testes de hipoteses.

A Razdo de Chances (RC) serd estimada para as analises uni/bivariadas e multivariadas,

através do método de Regressao Logistica.
O software SPSS® (versdo 17.0) sera utilizado para estas andlises.

O calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg sera 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 freqiiéncias esperadas na populacido em estudo.
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5. RESULTADOS E IMPACTOS ESPERADOS

Ao término deste estudo, espera-se colaborar para o entendimento da relagdo entre o
polimorfismo do gene da IL10 e as lesdes encontradas em pacientes infectadas pelo HPV,
mostrando a importancia desse conhecimento para pesquisas futuras e manejo dessas

pacientes.

Além disso, o conhecimento da distribuicdo dos subtipos oncogénicos mais freqiientes
e suas variagcdes poderd ter um impacto importante sobre a implementacdo de futuros
programas de vacinagdo para esse virus e programas de vigildncia epidemioldgica para o

controle das doengas sexualmente infecciosas (DSI).
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6. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Jan-Fev-Mar Abr-Mai-Jun | Jul-Ago-Set | Out-Nov-Dez
Trabalho de
campo 2003-2005 2008 2008 2009 2009
Revisao da
Literatura X X X
Redacao projeto X X
Defesa projeto X
Analise dos
dados X X
Redagao
dissertacao e X X
artigo
Defesa fechada X
Defesa final X
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7. RECURSOS

Os materiais necessarios para a realizacao deste projeto encontram-se descriminado na

Tabela 1.

Tabela 1 — Descrimina¢do do material de pesquisa

Quantidade Valores em R$
Material de Escritorio
Papel Chamex A-4 Alcalino 75 g/m’ 500 15,00
Cartucho preto 01 50,00
Cartucho colorido 01 85,00
Subtotal 150,00
Material de Laboratorio’ 5.000,00
Par de primers 01 200,00
Taq DNA polimerase 02 250,00
Conjunto de dNTPs Invitrogen 01 850,00
Agarose — 500 g 01 1.800,00
50 bp DNA Ladder, 50ug, Invitrogen 01 475,00
100 bp DNA Ladder, 50ug , Invitrogen 01 445,00
N’N’ Methylenebisacrylamide 100G, 01 340,00
Invitrogen
Brometo de Etidio 10mg/10Ml, 01 187,00
Invitrogen
TRIS, ultra-puro, 1KG, Invitrogen 01 282,00
EDTA, ultra-puro, 500G, Invitrogen 01 327,00
Materiais  plasticos  (ponteiras ¢ 01 2.100,00
eppendors) e tubos PBS
Subtotal 7.506,00
Material Bibliografico 100,00
Transporte 300,00
Maquina de PCR® 25.000,00
Total 33.056,00

104



! Todo o material de laboratorio utilizado ser4 fornecido pelo Centro Universitario Feevale
através do Grupo de Pesquisa em Bioanalises liderado pela professora Miriam Alice Frantz e
colaboradores.

2 A Maquina de PCR ser4 fornecida pelo Laboratério de Biologia Molecular do Centro
Universitario Feevale.

Os demais valores seriao custeados pela aluna proponente do projeto.
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Vinculados 20 Ministério da Saide . Decreto n? 89. 24460

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 associagdo com lesdes
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 deverd encaminhar relatérios semestrais sobre o andamento do
projeto. Projetos de areas teméticas especiais ndo podem ser iniciados sem a aprovagao da
CONEP. Apés conclusdo 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
Coords;nador
Comité de Etica do GHC
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ANEXO III

Termo de Consentimento Informado
Titulo do Projeto: A Distribui¢do 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 infeccao genital pelo Papilomavirus Humano ¢ uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns. E causada pelo virus conhecido como Papilomavirus Humano ou
HPV. Este virus ¢ 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 ¢ as mulheres curadas, ele ainda ¢ responsavel por um grande
numero de mortes entre as mulheres em nosso meio. Por isso, a busca de métodos para um
diagnostico mais precoce e mais acessivel a toda populacdo tém sido tema de muitas
pesquisas.

No6s planejamos um estudo que tem como principal enfoque a identificagdo e o
acompanhamento de mulheres portadoras do HPV bem como de outras lesdes associadas
presentes no colo uterino. Por isso estamos convidando-a a fazer parte deste estudo, cujos

objetivos, procedimentos, riscos € beneficios estao descritos a seguir.

Objetivos do estudo:

O presente estudo tem como objetivos verificar a presenga e distribui¢ao de acordo com

a idade dos tipos de HPV que estdo mais associados ao cancer de colo de ttero. A presenga
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deste virus serd estudada em material coletado no colo uterino e no sangue. A identificagdo da
presenca deste virus, a detec¢do 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 lesdes de colo de utero de alto grau ou mesmo cancer.

Procedimentos:

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

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

Também serd 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
verifica¢do da presenca do HPV.

As mulheres participantes do estudo serdo acompanhadas de acordo com os resultados

dos exames mencionados acima. A freqiiéncia de visitas médicas poderd ser no minimo
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semestral € 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 sdo aqueles associados aos
procedimentos descritos acima, ou seja, a coleta de material para o exame citoldgico e para o
HPV podera de modo pouco freqiiente, causar um pequeno sangramento local, que cessara
espontaneamente. Para as mulheres que necessitarem a realizacdo de biopsia, poderd também
ocorrer um pequeno sangramento com melhora espontinea e eventualmente podera haver um
pouco de dor local, também passageira. A coleta de sangue ¢ de uma quantidade pequena (20
ml) e por isso dificilmente causard algum mal-estar geral (1 em cada 1000 pessoas), no
entanto poderd haver dor no local da coleta e eventualmente um pequeno hematoma. Os
demais procedimentos serdo feitos em material ja coletado e congelado para posterior exame e
por isso ndo causardo desconfortos as participantes do estudo.

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 evolugdo
destas lesdes; aquelas que forem positivas a algum tipo de HPV de alto risco para o cancer de
colo uterino e que ndo tiverem lesdes aparentes serdo acompanhadas com uma freqiiéncia
maior visando acompanhar e tratar as possiveis lesdes que se desenvolverem.

Como beneficio indireto estas mulheres estardo contribuindo com informagoes
fundamentais para ampliar o conhecimento desta doenca e de sua evolucao (prognéstico) para
o conhecimento cientifico, j4 que estd ¢ uma doenca 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.
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Compensacdo financeira:

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

procedimentos e as visitas médicas.

Confidencialidade:

Toda a informagdo que sera fornecida pelas participantes do estudo e os resultados
advindos dos procedimentos realizados serfo considerados confidenciais e serd somente
conhecida da equipe envolvida no estudo. Todos os questionarios e materiais coletados serdo
identificados através de um codigo criado na entrada do estudo, este codigo serd a unica
identifica¢do utilizada no banco de dados do estudo que sera utilizado para analise dos dados e

divulgacdo dos mesmos no meio cientifico.

Perguntas e davidas 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 duavida estas serdo
esclarecidas pela equipe do estudo, através da Dra. Mary Clarisse Bozzetti em qualquer
momento do estudo pelo telefone 3333 8779.

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 deverd contatar a coordenadora do estudo Dra. Mary Clarisse Bozzetti pelo

seguinte telefone: 33338779.
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Se houver algum dano a sua saude resultante de sua participacdo, recebera os cuidados
médicos necessarios sem custos adicionais. Nao havera, no entanto, compensa¢do financeira,
apenas atendimento médico e hospitalar quando indicado.

Participacio voluntaria:

A participagdo de cada mulher no estudo ¢ voluntaria, ou seja, que ndo quiser participar
do estudo estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus
problemas de satde a que tem direito.

Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia durante o decorrer do mesmo,
estara livre para fazé-lo, ¢ da mesma forma nao 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 informagdo que lhe foi fornecida
sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa

que vocé concorda em participar do estudo.

119



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
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ANEXO IV

PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

I. QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO

NOTA: Toda informagdo serda mantida sob estrita confidencialidade. Este questiondrio sera

armazenado em arquivos fechados. Seu numero de identificagdo serd a Unica conexdo a

informagao coletada.

1. Nome:

2. Enderego:

3. Telefone de contato:

4. Data de nascimento? / / (dd/mm/aaaa)

5. Data da entrevista? / / (dd/mm/aaaa)

6. Idade: _ (em anos)

7. Estado marital:

(1) Casada ou com companheiro fixo hé pelo menos 1 ano
(2) Com companheiro hd menos de 1 ano (3) Solteira

(4) Divorciada/desquitada  (5) Separada
(6) Vitva

8. Ocupagao:

9. Cor da pele:
(1) branca (2) negra (3) mulata (4) amarela
10. Escolaridade:
( 1) analfabeta

(2) primeiro grau incompleto

( 3 ) primeiro grau completo (4 ) segundo grau incompleto

QUEST _
DNASC:  / [/
DENT: / /
IDADE
ESTMARIT: _

OoCuP:
COR: _
ESCOLAR: _
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( 5) segundo grau completo ( 6) terceiro grau incompleto
( 7)) terceiro grau completo (9 ) ignorado
11. Numero de pessoas que residem na casa:

12. Renda da familia (anotar a renda em reais)

13. Vocé fuma? (1) Sim (2) Nao

PCASA:
RENDA:

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 menstruagdo:

17. Seus ciclos menstruais sdo regulares?

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

(intervalo)

TFUMO:
CIGDIA:
MENARCA:
CMENST: _

MENOP1:

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

19. Se ndo, 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 relacdo sexual:

23. Qual o niimero de parceiros sexuais no ultimo més:

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

25. Voce 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;

MENOP2:

MENOP3:

MENOP4:
SEXARCA:
PARSEX1:
PARSEX2:

ACOL:

ACO2:
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(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

GESTAL:

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

28. Se sim, quantas vezes?

29. Que idade tinha na primeira gestagao?

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) Ndo; (9) Nio 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

GESTA2:
GESTA3:
FVIVOS:
ABOIl: _

ABO2:

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

TRATIL:

TRAT2:
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doengas? Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): CONDM:
AIDS/ HIV positivo: _ HIVM: _

Sifilis: SIFILISM:
Gonorréia: GONOM: _
Candidiase genital: _ CANDIDAM: _
Clamidia genital: _ CLAMIDIAM: _
Herpes genital: HERPESM:
Outra, qual?: OUTDSTM: _
37. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento? TRATMI: _

38. Se sim, qual? TRATM2:
39. Vocé alguma vez ja realizou o exame preventivo de CPI:

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

40. Se sim, qual a data do ultimo exame?  /  (mm/aaaa) DATCP: /
41. Vocé costuma realizar auto-exame de mamas? MAMAIL:

(1) Sim (2) Nao

42. Se sim, com que freqiiéncia? MAMA2:

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

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

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

Doenga cardiovascular (HAS, DIC): HDCV: _
Lesdes pré-invasivas de colo de utero: HLPCU: _
Doenga endécrino-metabolica (diabetes): HDEM: _
Doenga Respiratoria (asma, dpoc): HDR:
Doenga psiquiatrica (depressao): HDP:
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Cancer ginecologico:

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 satde?
(1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe

Doenga cardiovascular (HAS, DIC):

Lesdes pré-invasivas de colo de utero:
Doenga endécrino-metabolica (diabetes):
Doenga Respiratoria (asma, dpoc):

Doenga psiquiatrica (depressao):

Cancer ginecologico:

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?

49. Historia 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 dbito: __ (anos)

51. Se sim, qual a causa da morte?

HCAG: _
HC:

TRATPSI:

TRATPS2:

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

HFAIDS: _

TRATPSF1:

TRATPSF2:

OBITOF: _

OBFIDAD:

CAUSAOBF:
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PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

II. QUESTIONARIO DE DADOS DO EXAME E COLETA DE MATERIAL
NOTA: Toda informagdo serd mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera
armazenado em arquivos fechados. Seu nimero de identificagdo serd a unica conexdao a

informacao coletada.

QUEST _

1. Nome:

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

(1) Sim (2) Nao, 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) Ca in 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?
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Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da sorologia para o HPV?

(1) Positiva  (2) Negativa

Foi indicado colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2) Nao

Foi realizada colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2) Nao, porque?

Resultados da colposcopia?

(1) Anormal com realizagdo de bidpsia;

(2) Anormal sem realizagdo de biopsia (por qué?).

(3) Normal

SOROHPV:

COLPO:
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