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Resumo:

O céancer do colo do utero (CC) tem
relacdo com a infeccdo por HPV, porém,
cofatores como SNPs parecem estar
envolvidos, como os do gene da IL-10. Nosso
objetivo foi analisar a influéncia do SNP -819
(C—T) desse gene entre mulheres com CC e
HPV e pacientes saudaveis. Os Casos foram
formados por pacientes com NIC e HPV,
enquanto os Controles foram gerados pelas
pacientes com citologia regular. A detecgao do
polimorfismo e a confirmag&o da presenga viral
foram realizadas por PCR em tempo real e
PCR Nested, respectivamente. Os softwares
utilizados foram o BioEstat versdo 5.0 para
andlises estatisticas e SNPstats para analise
associativa. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as propor¢fes gendtipos e
alélicas dos grupos Casos e Controles. O
gendtipo T/T foi mais frequente nos Controles.
Nossos resultados ndo mostraram relacdo do
SNP com o CC, entretanto, a influéncia de
polimorfismos desse gene ja foi estabelecida
em tipos cancerosos em diferentes populagdes
estudadas.
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Introducdo:

O Papilomavirus Humano (HPV) € um
agente infeccioso comum do trato urogenital.
Uma porcentagem significativa dos casos de
cancer do colo do utero (CC) esta envolvida
com HPV, nesta perspectiva, o papel etioldgico
do virus tornou-se de grande importancia na
prevencao e entendimento do
desenvolvimento da doenca (WHO, 2015).
Cerca de 500 mil casos de cancer cervical
ocorrem por ano, acarretando em 270 mil
fatalidades (WHO, 2015). No Brasil, 0 nimero
de mortes por cancer do colo do utero
aumentou 28,6% em 10 anos, passando de
4.091 Obitos, em 2002, para 5.264, em 2012
(AMERICO, 2015).

@) HPV  pertence a familia
Papillomaviridae, que apresenta mais de 100
tipos diferentes, subdivididos em de baixo risco
e de alto risco (DE MELO et al, 2012). Apenas
uma parcela das mulheres infectadas por virus
considerados de alto risco desenvolve o
cancer cervical. Portanto, a infec¢do por HPV
ndo é um fator exclusivo para a evolugdo do
cancer cervical (HOORY et al., 2008).

Outros fatores juntamente com a
infeccdo por HPV podem estar envolvidos no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais,
como: imunidade/genética do hospedeiro,
fatores ambientais e cofatores externos
(PINTO; TULIO; CRUZ, 2002). Muitos estudos
tém investigado diversos fatores que podem
estar associados ao desenvolvimento destas
neoplasias, dentre estes se destacaram as
variagbes na resposta imune do hospedeiro
(CAMARA et al., 2008). Essas variagbes séo
associadas a diversos SNPs (do inglés Single
Nucleotide Polymorphims) que presentes em
genes do sistema imunologico podem
influenciar nos niveis de expressao génica,
modificar a estrutura ou a funcao das proteinas
(CHATURVEDI; NAGAR; SHRIVASTAVA,
2006; DETTOGNI et al.).

Estudos tém investigado a possivel
associacdo de SNPs presentes no gene da
citocina da interleucina-10  (IL-10) na
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susceptibiidade ao desenvolvimento de
neoplasias (BARBISAN et al., 2012; GOVAN et
al., 2006). O objetivo desta pesquisa foi
analisar a influéncia do polimorfismo do gene
IL10 na posicdo -819 (SNP rs1800871 [C—T],
regido promotora) entre mulheres com
neoplasias cervicais e infectadas por HPV e
pacientes  saudaveis, comparando 0s
resultados com polimorfismos identificados
com outras populacdes estudadas.

Metodologia:

Foram coletadas amostras sanguineas
periféricas (ASP) (4 mL) e de células cervicais
esfoliadas através de swab (ACE) de mulheres
alagoanas atendidas pelo SUS, todas as
participantes assinaram 0 termo de
consentimento e livre esclarecimento (TCLE).
As amostras foram coletadas entre 2015-2016
e encaminhadas para o Laboratério de
Biologia  Molecular  Expressdo  Geénica
(LABMEG) da UFAL — Campus Arapiraca. As
amostras de ASP e ACE foram armazenadas a
-4 e -80 °C, respectivamente.

Os Casos foram formados pela
presenca de NIC (Neoplasia Intraepitelial
Cervical) e confirmacédo da presenga do HPV.
O grupo de Controles foi formado a partir do
resultado do exame citolégico sem indicagdes
de alteracbes celulares, todos os Controles
realizaram teste de deteccéo do HPV.

O DNA gendmico humano foi obtido
pelo Kit Qiagen através das ASP com EDTA
(FlexiGene® DNA Handbook - Qiagen),
enquanto o DNA viral foi obtido por meio das
ACE pelo Kit comercial PROMEGA (Wizard®
Gendmic DNA Purification — PROMEGA,
Company Eppendorf, Hamburg, Germany),
seguindo em ambos 0s casos as instru¢des do
fabricante.

As concentracfes do DNA foram lidas
usando Espectrofotbmetro (Biophotometer plus
- Eppendorf). Em seguida o material foi
visualizado em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio para verificacdo da
gualidade do DNA, que foi armazenado a -20
°C em tubos de 1,5 mL.

A deteccdo do polimorfismo foi
realizada por PCR em tempo real. As reac¢des
foram realizadas em equipamento ABI
StepOne plus da Applied Biosystems®. Os
resultados foram fornecidos pelo software do
aparelho.

A presenca viral foi confirmada pelo
método de PCR Nested, onde, apés a
realizagéo de PCR convencional com o par de
primer MY09/MY1l (fragmento de 450 pb,
comum a alguns tipos de HPV), parte do
produto foi usado em uma nova PCR com o0s
primers  GP5+/GP6+ (amplificando um

fragmento de 150 pb, que € comum em um
grupo de virus diferentes dos amplificados
pelos primers MY09/MY1l), aumentando a
sensibilidade a presenca do virus (Nested). Os
produtos das amplificacdes foram visualizados
em gel de agarose a 2%, corado com brometo
de etidio, onde a visualizagcdo de quaisquer
bandas (450/150 pb) indica a presenca de um
ou mais tipos de HPV. Todas as reac¢des foram
acompanhadas de um controle usando os
primers Hs_Pact Fw/Hs_fact Rv (B-actina
Humana).

As frequéncias genotipicas e alélicas
foram calculadas no Microsoft® Office Excel. A
andlise de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi
realizada pelo Teste do Qui-quadrado (X2)
usando a tabela 2X2, (IC a>5%). O software
utilizado para andlises estatisticas foi o
BioEstat versdo 5.0. Para a analise de
associacao foi utilizado o SNPstats software
(2006; http://biocinfo.iconcologia.net/SNPstats),
onde os modelos genéticos variados foram
considerados para avaliar o risco de
associagcao do SNP. Odds Ratio (OR) (com IC
95%) foram calculados, considerando OR<1 e
OR>1 associados com  protecdo e
susceptibilidade, respectivamente. Os Valores
de p<0,05 foram considerados estatisticos.

Resultados e Discussao:

Os SNPs de 36 mulheres foram
analisados (dentro do Equilibrio de Hardy-
Weinberg), 10 diagnosticadas com NIC e HPV
(Casos) e 26 com citologia satisfatéria
(Controles). Na populac&o, o alelo C foi mais
presente (68%) comparado ao T (32%). As
proporcdes alélicas e genotipicas mantiveram-
se semelhantes entre os Casos e o0s
Controles. A maior frequéncia foi do gendtipo
TIT no grupo de Controles (modelos
codominante e recessivo). Outro estudo
brasileiro igualmente ndo obteve associa¢&o
(CHAGAS et al.,, 2013). Porém um estudo
realizado com inglesas indicou o alelo G do
SNP -1082 [G—A|] relacionado com a prote¢éo
contra lesbes cervicais na infeccéo pelo HPV
(FARZANEH et al., 2006).

Conclusdes:

Nossos dados sugerem que o polimorfismo do
SNP -819 do gene da INTERLEUCINA 10 ndo
esta relacionado com o cancer do colo do
atero em nossa populacdo. Entretanto, a
influéncia de polimorfismos desse gene ja foi
estabelecida em tipos cancerosos em
diferentes populagdes estudadas.
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