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Resumo:

O HPV ¢ indicado como o principal fator desencadeador das lesGes precursoras e conseqlientemente
ao cancer cervical. Estudos mostram que polimorfismos em genes de citocinas participantes da imunidade
inata estdo associados com a progressdo para o cancer Cervical. Desta forma, o presente estudo teve por
objetivo compreender o papel do polimorfismo +874 A/T no gene do interferon — gamma (IFN — y) na infec¢éo
pelo HPV e progresséo para o cancer cervical. O grupo caso foi formado por 24 pacientes com HPV+ e o grupo
controle foi composto por 30 individuos saudaveis com HPV-. A andlise do polimorfismo ocorreu por meio da
técnica de PCR-ARMS. A distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo +874 A/T do IFN
— y ndo apresentaram significAncia entre os grupos casos e controle. Entretanto, apds verificacdo da
significancia do poder amostral através do G-Power podemos inferir que de fato ndo h& associag¢édo entre o
polimorfismo estudado com a infecgéo pelo HPV.
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Introducéo:

O céncer de colo uterino é a segunda neoplasia mais frequente nas mulheres brasileiras, enquanto o
cancer de mama é o mais constante. Com estimativas de 18.430 casos novos com 4.800 mortes a cada ano
(BRASIL, 2012). Ja na populagdo mundial sdo estimados cerca de 500 mil casos de cancer cervical
anualmente, conduzindo para 270 mil mortes (WHO, 2016).

Estudos mostram que a infecgdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é um fator importante para a
progressdo do cancer cervical, principalmente quando relacionada a infec¢do pelos tipos considerados de alto
risco. Estudos tém mostrado que em cerca de 87% dos casos do cancer cervical na populacdo mundial h4 a
presenca do virus do HPV, tornando este o principal agente etiol6gico desta malignidade (SMITH, 2007).

Segundo estudos, o HPV néo é um fator determinante para sua ocorréncia, embora desempenhe papel
fundamental para o desenvolvimento do céncer cervical. Outros fatores como: infec¢céo persistente por HPV de
alto risco, tipo do virus, co-fatores externos e a predisposicao imunidade/genética do hospedeiro sdo de
extrema importancia para o desenvolvimento do cancer (PINTO, 2002).

Os fatores genéticos tém ganhado muita énfase no cenario atual. Varios estudos tém mostrado que
polimorfismo em genes que codificam citocinas importantes na imunidade inata e processo inflamatorio sao
responsaveis por variacdes fenotipicas associadas a diversas doencas (VISENTAINER, 2008).

O Interferon-gamma € importante no controle da infec¢éo por HPV e neoplasias associadas ao HPV. O
polimorfismo +874 A / T localizado no primeiro intron do gene IFN-y pode influenciar a secrecédo de IFN-y.
Estudos associam os genétipos com baixa (AA), média (AT) e alta (TT) expresséo desta citocina (Pravica et al.,
2000). Portanto, o presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia do polimorfismo +874 A/ T IFN-y na
infeccdo pelo virus do HPV em mulheres do agreste alagoano para estabelecer critérios de riscos para o
desenvolvimento de Cancer cervical.

Metodologia:

As amostras foram obtidas de pacientes do sexo feminino que buscaram atendimento na atencgdo
béasica para realizar a colpocitologia oncotica. Foram coletados amostras de sangue periférico total, células do
epitélio bucal e endocérvice, ambas com escova citolégica (citobrush). O grupo caso foi composto pormulheres
com HPV+, confirmada por técnica de PCR convencional. O grupo controle foi composto por individuos
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saudaveis selecionados aleatoriamente na populagdo alagoana com HPV-.

A extracdo do DNA foi realizada a partir de células intra-epiteliais da endocérvice do colo uterino
conforme o protocolo do kit comercial PROMEGA®. Por meio da técnica de espectrofotometria
(Biophotometerplus) as amostras foram quantificadas e avaliadas quanto a pureza do material extraido.

A identificacdo da presenca do DNA do HPV nas amostras cervicais foi realizada através da
amplificacdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene L1 presente no material genético do virus,
utilizando os primers MY09/11 e nested PCR com os primers GP5+/6+. E como controle interno da reacao foi
utilizado o primer do gene B-actina humano.

O polimorfismo do gene IFN — y (+874 A/T)foi identificado por Reacdo em Cadeia da Polimerase
convencional por Sistema Refratario de Amplificacdo de Mutagdo (ARMS). As amostras que apresentaram
amplificagdo para DNA viral do HPV foram submetidas ao sequenciamento de DNA para tipagem viral
utilizando sequenciador automatico de DNA 3500 GeneticAnalyzer 8ch RUO. O Basic Local AlignmentSearch
Tool (BLAST) foi utilizado para comparar a semelhanca entre os produtos amplificados e o banco de dados do
National Center for Biotechnologylnformation (NCBI).

Também foi realizada uma metanalise onde a busca foi realizada nas bases de dados: PubMed, Web
of Science, Scopus e Portal de Periodicos da Capes. A busca foi utilizando os seguintes descritores de acordo
com a estratégia PICOS (patients, intervention, compared, outcome e study design): polymorphismand
interferon-gammaand HPV andpapillomavirushumanand cervical cancer. O pacote metafor do software livre R
versdo 3.2.4 foi utilizado para andlise dos dados da metanalise incluindo Oddsratio (OR) com intervalo de
confianga de 95% disposto no forestplot, analise de heterogeneidade (I 2 e Q 2). A investigacdo de potencial
viés foi conduzida pelo teste de regressao de Egger"s e visualizados pelo grafico de funil, considerando o valor
de p menor que 0,05.

Para analise estatistica de associacao alélica e genotipica foi utilizado o programa BioEstat verséo 5.0.
As freqliéncias e a associacBes genotipicas foram calculadas pelo software on-line SNPstatpor regresséo
logistica, sera considerado a influéncia de fatores intrinsecos com ajuste para a idade dos individuos do estudo.

O valor de Oddsratio (OR) com intervalo de confianca de 95% foi calculado considerando OR1
associado com a susceptibilidade/risco. Valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Resultados e Discusséao:

O estudo foi composto de 24 pacientes positivos para HPV no grupo caso com média de idade igual a
34,7 anos (x11.2), dentre estes 07 eram de baixo risco e 17 de alto risco oncogénico. E 30 mulheres com HPV
negativo para o grupo controle com media de idade equivalente a 34,4 anos (+ 10.3). As frequéncias
genotipicas dos grupos controle e caso estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Todas as participantes do
estudo eram de nacionalidade brasileira e residiam no agreste alagoano.

A tabela 1 apresenta a distribuicdo das frequéncias alélicase genotipicas referentes ao SNP +874 A/T
IFN — y. N&o houve diferenca significativa nas distribuicbes alélicas entre os grupos caso e controle (OR 0,77-
P=0,75). Quando comparamos 0 grupo controle com os pacientes com HPV de alto risco ndo foi encontrada
associacgéao alélica (OR 0,81, p=0,888). As frequéncias genotipicas entre 0s grupos casos e controles também
ndo mostraram diferengas significativas.No entanto, foi observado um aumento na frequéncia do Genétipo TT
entre o grupo caso (11,8%) com relacdo a grupo controle (3,6%).

Tabela 1. Distribuicdo alélica e genotipicadolFNGSNPsem pacientes e controles.

SNPs Gropos Alelo (%) Genétipo (%) HWE
A T AA AT TT
IENGrs2430561 Caso 37 (77) 11(23) 10(58.8) 5(29.4) 2(11.8) 0.22

Alto risco 26 (76) 8(24) 7(63.6) 2(18.2) 2(18.2)
Controle 48(80) 12(20) 19(67.9) 8(28.6) 1(3.6)

Quando analisamos a relacdo do SNP do INF-y baseados nos modelos génicos também ndo foram
encontradas diferencas significativas entre o grupo caso e controle com base nestes modelos.

Varios estudos tém relacionado polimorfismos em citocinas com a prevaléncia do cancer cervical
induzido pelo HPV, como o TNFA (GHADERI, 2000) e IL10 (STANCZUK, 2002).

O IFN é secretado por células T citotoxicas e estimuladas por células natural killers e desempenha
papel imprescindivel durante a resposta imune na defesa contra virus e na resposta inflamatéria (NAKAMURA,
1997). Alteracfes na producéo de IFN-y podem ter associacdo com o aumento da gravidade de lesdes do colo
uterino (TARTOUR, 1998). O polimorfismo +874 A / T do gene do IFN-y influéncia os niveis de expressao
desta citocina onde, os genétipos AA, AT e TT sdo relacionados com a baixa, média e alta expressdo
respectivamente (Pravica et al., 2000).
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Em um estudo com mulheres Brasileiras também nao foi encontrada associagdo entre o polimorfismo
+874A/T dolFN-y com a susceptibilidade para les@es cervicais relacionadas ao HPV (FERNANDES, 2008).

Em uma populacéo do norte da india um estudo associou o genétipo AA com a baixa producdo do IFN-
y e consequentemente ao alto risco de cancer cervica[GANGWAR, 2009). No entanto, em um estudo feito em
uma populacdo africana o polimorfismo IFN-y +874 também n&o foi associado com a susceptibilidade ou
protecdo ao cancer cervical associado a infeccdo pelo HPV (GOVAN, 2003).

Utilizando o software Gpower encontramos um poder amostral de 92%. Isto implica que, embora a
populacdo do estudo seja relativamente pequena, o tamanho amostral esta adequado para a implicagdo dos
resultados. Desta forma podemos inferir que na populagéo estudada o polimorfismo +874A/T do gene do IFN-y
ndo desempenha associagdo com a infecgdo do virus do HPV.

Para melhor compreensé@o e integracdo das evidéncias sobre a associacdo do polimorfismo +874A/T
do gene do IFN-y com o céncer cervical realizamos uma revisdo sistematica com metanalise. Oito artigos foram
selecionados elegiveis de acordo com os critérios de inclusdo, com 2.611 casos de cancer e 2.197 controles.
Dos estudos, 2 foram realizados com populacéo brasileira, 2 indianas, 2 chinesas e 2 na populac¢éo indiana.

Os resultados da analise mostram que o modelo overdominantepode estar associado a
susceptibilidade ao cancer cervical OR=0.64, 95% IC 0.44, 0.95, P= 0.003. Os graficos funnelplotmostraram
evidéncias de assimetria nos estudos.

Ao aplicarmos o teste de Eggerencontramos evidéncias de viés de publicacdo provavelmente
metodoldgicoao analisamos a variagdo étnica e amostral dos estudos.Assim como, o teste de heterogeneidade
o que dificulta a interpretacédo dos resultados (Tabela 2).

Tabela 2. Estratificac@o dos resultados da Metanalise

OR (95% IC) TESTE DE TESTE DE HETEROGENIDADE Egger (p)
ASSOCIACAO Chi2 (p) 12
Z(P)
T 0.95 (0.75, 0.37 (0.71) 34.42 80% 5.2954 (p
1.22) (<0.00001) <0.0001)
A 1.33 (0.75, 0.98 (0.33) 168.44 96% 6.9063 (p
2.33) (<0.00001) <0.0001)
TT 1.10 (0.93, 1.12 (0.26) 17.09 (0.02) 59% 6.6208 (p
1.30) <0.0001)
AT 1.32 (0.96, 1.71 (0.09) 40.08 83% 6.2891 (p
1.82) (<0.00001) <0.0001)
AA 1.51 (0.72, 1.10 (0.27) 193.44 96% 3.6041 (p =
3.14) (<0.00001) 0.0003)
Dominante 1.18 (0.40, 0.31 (0.76) 102.91 95% NA
3.47) (<0.00001)
Recessivo 0.72 (0.41, 1.15 (0.25) 40.53 83% 5.7714 (p
1.26) (<0.00001) <0.0001)
Overdomina 0.64 (0.44, 2.19 (0.03) 1,61 (0,45) 0% NA
nte 0.95)

Conclusdes:

Na populacdo do agreste alagoano o polimorfismo +874A/T do gene do IFN-y ndo obteve associagéo
significativa em relacdo a suscetibilidade a infeccao pelo papilomavirus humano e consequentemente ao
desenvolvimento do cancer cervical. O poder da amostra assegura o resultado implicando que o aumento da
populacdo ndo alteraria significantemente os resultados encontrados. As diferencas encontradas entre as
populacdes dos estudas mostram a importancia da avaliacdo do perfil genético da populacao.

Na metanalise a associacdo do modelo overdominante implica que os individuos homozigotos tém
maior susceptibilidade a infeccdo pelo HPV como encontrado em algumas populacdes citadas na discussao do
estudo.

A realizacdo de estudos referentes a polimorfismo genético mostra-se de grande importancia para a
melhor compreensdo dos mecanismos genéticos relacionados a progressao de neoplasias cervicais em meio a
infeccao por HPV. Portanto, torna-se necessario a realizagdo de mais estudos analisando outras regifes do
gene, receptores ou demais proteinas relacionadas ao IFN — y para analise da associacdo com o HPV nesta
populacéo.
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