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RESUMO

O cancer cervical (CC) € uma doenca que acomete aproximadamente 1,5 milhdes de mulheres
no mundo e possui como agente etioldgico o Papilomavirus humano (HPV). Proteinas ligadas
a resposta imune sdo essenciais para a eliminagdo viral. Entretanto, as variagdes em seus
genes, tais como IL-10 [(A-1082G) (rs1800896)] e TNF-a [(G-308A) (rs1800629)] podem
predispor os individuos ao surgimento de varias doengas como ldpus, artrite reumatoide,
AIDS, assim como algum tipo de cancer. No presente estudo, objetivamos investigar a
possivel associacdo dos polimorfismos de base Unica (SNP) nas regides rs1800896 e
rs1800629 com a susceptibilidade ao desenvolvimento de lesbes escamosas cervicais e
adenocarcinoma uterino. Além disso, associa-los com dados clinicos das pacientes. Foram
utilizadas 240 amostras de DNA de mulheres infectadas por HPV (168 de secrecdo vaginal,
oriundas de lesdo cervical escamosa, e 72 de material parafinado, proveniente de
adenocarcinoma uterino) e 169 amostras de DNA de controle saudavel (HPV e lesbes
negativas). A analise do polimorfismo foi realizada pela técnica ARMS-PCR. No0ssos
resultados mostraram associacdo do polimorfismo rs1800896 do gene IL-10 com a
susceptibilidade as doencas cervicais (p<0,05). Resultado ndo encontrado para o0
polimorfismo rs1800629 do gene TNF-a (p>0,05). Por outro lado, em relacéo a este Gltimo,
encontramos associacdo dos genotipos GA/GG somados com as caracteristicas: idade
>35anos, idade precoce da coitarca, uso de contraceptivos orais, fumo, derivacao africana e
co-infeccdo por Chlamydia trachomatis (p<0,05) e a susceptibilidade as lesdes escamosas
cervicais. O nosso estudo mostrou que os genes IL-10 e TNF-« sdo fortes candidatos a serem
utilizados como biomarcadores molecular no rastreamento preventivo de pacientes
susceptiveis as doencas cervicais na populacao de estudo.

Palavras chaves: Cancer de Colo uterino. Fator de Necrose Tumoral. Interleucina-10.
Polimorfismo.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is a disease that affects approximately 1.5 million women in the world
and has as a causing agent the human papillomavirus (HPV). Proteins associated with the
immune response are essential for viral elimination. However, variations in their genes, such
as IL-10 [(A-1082G) (rs1800896)] and TNF-a [(G-308A) (rs1800629)] may predispose
individuals to various diseases such as lupus, rheumatoid arthritis, AIDS, as well as some
forms of cancer. In the present study, we aimed to investigate the possible association of the
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the regions rs1800896 and rs1800629 with the
predisposition to develop cervical squamous intraepithelial lesions and cervical
adenocarcinoma. In addition, we wanted to match them with sociodemographic profiles and
different habits of the patients. We used DNA samples from 240 women with HPV infection
(168 vaginal secretion samples and 72 paraffin-embedded samples) and 169 healthy control
DNA samples (HPV negative). Analysis of each polymorphism was performed by ARMS-
PCR. Our results showed a positive association of the polymorphism rs1800896 of the IL-10
gene with susceptibility to develop cervical disease (p < 0.05). However, there was no
association in relation to the polymorphism rs1800629 on the TNF-a gene (p > 0.05). On the
other hand, for the latter SNP, a positive correlation was found for the following
characteristics: age > 35 years, early age of first sexual intercourse, use of oral contraceptive,
smoking, African ancestry and co-infection by Chlamydia trachomatis (p < 0.05). Our study
showed that the IL-10 and TNF-a genes are strong candidates to be used as molecular
biomarkers in the preventive screening of patients susceptible to cervical disease in the study
population.

Key words: Cervical Cancer. Tumor Necrosis Factor. Interleukin-10. Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo uterino é uma dos tipos de cancer mais frequentes entre mulheres no
mundo, tornando-se um importante problema de salde publica, especialmente em paises em
desenvolvimento onde existe uma maior dificuldade em programas de rastreamento
populacional. Epidemiologicamente, esta doenca tem atingido aproximadamente 530.000
casos e 265.000 obitos por ano (INCA, 2014). No Brasil, estima-se para 0 ano de 2014,
15.590 novos casos de Cancer cervical, com um risco estimado de 15,33 para cada 100.000
habitantes. Este tipo de tumor € o segundo tipo de cancer mais frequente entre as mulheres,
ultrapassado apenas pelo cancer de mama. Em Pernambuco, por sua vez, estima-se 0
surgimento de aproximadamente 970 novos casos/ ano com uma taxa bruta de 20,47/ 100.000
habitantes (INCA, 2014).

O Papilomavirus humano (HPV) é considerado o principal agente etioldgico para o
surgimento e progressdo de neoplasias cervicais e do cancer do utero (BOSCH et al., 1995;
CASTELLSAGUE et al., 2006). Existem mais de 200 tipos de HPV e aproximadamente 40
infectam a regido genital feminina, porém nem todos os tipos possuem alto potencial
oncogénico (MUNOZ et al., 2006). O grupo classificado como baixo risco oncogénico (LR-
HPV) é representado pelos tipos virais, 6, 11, 70, 73, entre outros, que podem provocar 0
surgimento de lesdes benignas como verrugas simples e condilomas (VANALI et al., 2009). Os
subtipos considerados de alto risco oncogénico (HR-HPV) representado pelos tipos viras 16,
18, 31, 33, 45, 56, entre outros, sdo frequentemente detectados em lesdes intraepiteliais de
alto grau e cancer do colo uterino (MUNOZ et al., 2006).

Estudos recentes tém demonstrado que a presenca da infecgdo pelo HPV por si s6 ndo
é suficiente para o desencadeamento do cancer cervical, uma vez que, apenas um pequeno
percentual das mulheres infectadas pelo virus (5 a 10%) progridem para o cancer uterino.
Assim, a presenca de cofatores como uso de &lcool, idade precoce de atividade sexual,
multiplicidade de parceiros sexuais, etnia, tabagismo, uso prologando de contraceptivos orais
e coinfec¢des por outros microrganismos, como a infeccdo por Clamidia trachomatis [CT],
herpesvirus, HIV e por outros patdgenos, atuam como potencializadores na progresséo das
neoplasias cervicais (SMITH et al., 2000). Além disso, podemos destacar a presenca de

polimorfismos genéticos do hospedeiro na progressao do cancer, principalmente os que estao
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intimamente relacionados com o sistema imunoldgico (CANIZZARO; DURTS; MENDEZ,
1988).

O gene IL-10, produz uma proteina de mesmo nome que atua como uma das mais
importantes citocinas do sistema imunolégico humano e possui acdo anti-inflamatéria. Um
estudo realizado por Giannini et al. (2002) sugere que niveis de IL-10 aumentados promovem
uma imunossupressdo local favorecendo a infeccdo e persisténcia do HPV e,
consequentemente, surgimento de lesdes cervicais. Moore et al. (2001), avaliaram o
polimorfismo na regido promotora do gene IL-10 -1082 (G>A, rs1800896) e verificou uma
elevacdo nos niveis proteicos da IL-10 em pacientes com cancer uterino. Contudo, este
mesmo polimorfismo apresenta controversos de acordo com a populacdo estudada com
relacdo a susceptibilidade a doenca. Um estudo realizado Zidi et al. (2014) em mulheres da
Tunisia ndo observou diferencas significativas entre o polimorfismo (A-1082G) do gene IL-
10 e o desenvolvimento de cancer cervical.

Outro gene de grande interesse clinico é o TNF-«, que produz uma proteina de mesmo
nome. Esta proteina atua diretamente no controle da infeccdo por HPV, induzindo apoptose
em células infectadas pelo virus, aumentando dessa forma a resposta inflamatoria através do
aumento de moléculas de adesdo e de citocinas e ao contrario do IL-10, possui acdo pro-
inflamatoria. Individuos que apresentam o gendtipo -308 A/A para o polimorfismo rs1800629
apresentam uma maior probabilidade em desenvolver o céancer cervical (DUARTE, 2005).
Porém, resultados da literatura sdo bastante controversos (BARBISAN et al., 2012). Nessa
pesquisa realizada com 122 mulheres argentinas nao foi observada associacdo entre o
polimorfismo (G-308A) e cancer uterino.

Desta forma, nosso estudo pretende avaliar a relacdo genética dos polimorfismos
rs1800896 e rs1800629 com o desenvolvimento de doencgas cervicais, haja vista que estas
citocinas sdo de extrema importancia na resposta imune e podem estar associadas com a
eliminacdo / persisténcia viral, ou mesmo com a regressdo / progressdo das lesdes cervicais

gscamosas e adenocarcinoma uterino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER CERVICAL ESCAMOSO — EPIDEMIOLOGIA

Dados da Organizagdo Mundial de Saude mostraram que o cancer cervical escamoso é
0 quarto tipo de cancer mais frequente entre as mulheres e o sétimo entre todos os tipos de
cancer no mundo, com 528.000 mulheres diagnosticadas anualmente e 276.000 mortes
relacionadas (WHO, 2012). A grande maioria da carga global ocorre em regibes menos
desenvolvidas (85%), sendo responsavel por quase 12% de todos os canceres femininos
(Figura 1). As regides com taxas acima de 30 casos para cada 100.000 habitantes s&o
classificas como Regibes de Alto Risco, ou ASRs. Os maiores indices sdo vistos em paises da
Africa Oriental (42,7 casos / 100.000 habitantes), Melanésia (33,3), Sul (31,5) e Africa
Central (30,6) e os menores indices sdo registrados na Austréalia / Nova Zelandia (5,5) e na
Asia Ocidental (4.4) (WHO, 2012). Abscissa representada por regides mundiais e Ordenada

representada por valores de incidéncia e mortalidade para cada grupo de 100 mil hab.

Figura 1 - Estatistica mundial para incidéncia e mortalidade por cancer cervical escamoso.
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A taxa de mortalidade por Cancer Cervical Escamoso apresenta uma variagéo de 18
vezes entre as diferentes regides do mundo, com taxas variando desde menos de dois 6bitos
para cada 100.000 habitantes como na Asia Ocidental, Europa Ocidental e Australia / Nova
Zelandia, até mais de 20 oObitos para cada 100.000 habitantes observados na Melanésia (20,6),
Africa Central (22,2) e Oriental (27,6). Além disso, em Mogambique foram registrados niveis

assombrosos de 6bitos com uma taxa de 49,3 mulheres para 100.000 habitantes (Figura 2).

Figura 2 - Perspectiva mundial de 6bitos ocasionados por CC.

Fonte: Who (2012). Adaptado

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) registrou a morte de
33.000 mulheres com Carcinoma Escamoso na América Latina e Caribe no ano de 2012, e
estima-se ainda que a cada ano 86.000 mulheres serdo diagnosticadas em todo continente
americano, destas 72.000 vivem na America Latina e Caribe, sendo o Brasil contribuinte com
cerca de 20% de todos os casos de cancer cervical do continente (IARC, 2014). Esses
elevados niveis de mortalidade sé@o atribuidos basicamente as dificuldades nos servicos de
tratamento e prevencdo da doenca, somados a baixa disponibilidade de recursos humanos,
visto com maior frequéncia em cidades com baixo nivel socioeconémico, e dificuldade do
sistema publico em absorver as demandas com alteraces diagnosticadas e incapacidade nos

niveis de atencédo e atendimento ao paciente (BRAZIL, 2010).
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Por outro lado, programas de prevencgéo estdo sendo implantados ao longo dos anos
em diversos paises do mundo e o0 que era esperado, vem se tornando realidade, uma
diminuicdo em numeros de casos confirmados para o cancer cervical escamoso (Figura 3).

E possivel observar que as maiores diminuicdes em nlmeros de casos confirmados
para o cancer cervical uterino sdo vistas em paises da América Latina: Colémbia (variacao de
37,4 casos / 100.000 habitantes para 19,8 casos) e Costa Rica (variacdo de 33,7 casos /
100.000 habitantes para 13,8 casos) (Figura 3). Os paises destacados com (*) apresentam as

maiores diminuicGes de acordo com o continente.

Figura 3 - Perspectiva mundial do cancer cervical ao longo dos anos.
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Contudo, as perspectivas mundiais ndo sdo agradaveis. Estudos desenvolvidos pela
Organizacdo Mundial de Saude através da IARC mostram uma perspectiva assombrosa para
0s préximos cinco anos (IARC, 2014). A erradicacdo desse tipo tumoral estd bem distante de

ser alcancada. Estimativas divulgadas pela Organizacdo Mundial de Sadde (2014) mostram
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uma elevacgéo de cerca 300% na frequéncia de mulheres atingidas pelo cancer cervical para 0s
proximos cinco anos, ou seja, isso representard um aumento de 528.000 por ano para
1.547.000 novos casos. Grande parte das pacientes sera oriunda de paises africanos, estes
representardo 81,3% dos casos previstos (1.258.000 pacientes) (WHO, 2014).

No Brasil séo estimados, de acordo com dados do INCA, cerca de 15.590 novos casos
de cancer escamoso para o biénio 2014-2015. Esse tipo de cancer é o terceiro tipo de tumor
mais frequente na populacdo feminina, atrds apenas do cancer de mama e colorretal, e a quarta
causa de morte em mulheres por cancer. Contudo, essa classificacdo apresenta variacdes
conforme as regides brasileiras: Na Regido Norte este é o cancer mais frequente entre as
mulheres, nas RegiGes Centro-Oeste e Nordeste é 0 2° tipo mais frequente entre a populacdo
feminina, na Regido Sudeste é o quarto tipo mais incidente e na Regido Sul é o quinto (Tabela
1).

Tabela 1 - Incidéncia do Cancer cervical entre as regides brasileiras.

Ordenacao Regiéo Incidéncia/
100.000 hab
1@ Norte 235
22 Centro-Oeste 221
28 Nordeste 18,7
43 Sudeste 15,8
5a Sul 10,1

Fonte: INCA (2014).

A regido Nordeste, com 5.370 casos previstos, representara 1/3 dos casos estimados de
cancer cervical do Brasil. Pernambuco, com a 2° maior incidéncia de casos previstos dentre
todos estados nordestinos, tera 970 mulheres com este tipo de tumor e Recife 180 pacientes
(INCA, 2014).
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2.2 ADENOCARCINOMA ENDOCERVICAL

As lesdes que acometem as células glandulares ou colunares (adenocarcinoma) sao
também conhecidas como Atipia Glandular Endocervical (AGE), Hiperplasia Glandular
Atipica (HGA), Neoplasia Intraepitelial Glandular Cervical, Céncer do Corpo do Utero e
Displasia Glandular Endocervical (DGE). Este Ultimo termo é o mais empregado pela
Organizacdo Mundial de Saiude (WHO), (ZAINO, 2000; MCCLUGAGGE, 2003;
CARVALHO; CAMPANER, 2005; EL-GHOBASHY et al., 2005).

As primeiras denominagdes das atipias glandulares foram inseridas no Sistema
Bethesda em 1988 quando foi criada a categoria de Células Glandulares Atipicas de
Significado Indeterminado (AGUS). Posteriormente, em 2001, foi modificada para Atipia
Glandular Cervical (AGC) (HAMMOUD et al., 2002; VERDIANI et al., 2003; CAMPANER
etal., 2007; WESTIN, 2009).

Os adenocarcinomas sdo originados na mucosa endocervical, a principio como
adenocarcinomas in situ e podem progredir para adenocarcinoma invasivo ou adenocarcinoma
escamoso (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; CASTELLSAGUE et al., 2006; HERZOG;
MONK, 2007). Além disso, ao contrario do que vem ocorrendo com 0 carcinoma escamoso,
esse tipo de neoplasia tem aumentado, principalmente entre mulheres jovens e brancas. Os
adenocarcinomas ocorrem principalmente em mulheres com faixa etaria de 50 anos de idade
(TAWFIK et al., 2006).

A confirmacdo de células escamosas atipicas pela citologia é dez vezes maior que o
achado de DGE (CAMPANER et al., 2007). Essa disparidade entre as incidéncias deve-se
principalmente a localizag&o celular, sendo as células escamosas situadas nas camadas mais
superficiais do tecido epitelial (epiderme) e as células glandulares em camadas basais
(derme).

Porém, a busca por DGEs nos centros de prevencdo ginecologica tornou-se um
procedimento crescente ao longo da ultima década (ZHAO et al., 2009; CASTLE et al.,
2010). A confirmagdo dessas atipias glandulares é de extrema importancia clinica, pois a
associacdo com doengas endometriais de alto grau e canceres € maior que os achados de
atipiais em células escamosas. De fato, 9% a 38% das mulheres com DGE apresentam lesdes
significativas (NIC 2, NIC 3 e Adenocarcinoma in situ) e de 3% a 17% tém carcinomas
invasivos (CASTLE et al., 2010).
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As principais explicagdes para os menores indices de achados das atipias glandulares

endocervicais em comparacdo as células atipicas escamosas podem ser:

1- Progressao mais rapida para as formas neoplasicas

Pacientes com lesbes glandulares apresentam uma faixa etéaria de +38,8 anos de idade,
enquanto que pacientes com lesbes escamosas de alto grau, ou como classificado
anteriormente NIC 3, apresentam uma faixa etaria de + 33,6 anos de idade. Ao progredir para
formas invasoras, adenocarcinoma invasivo e carcinoma escamoso invasivo, essas diferencas
ficam quase imperceptiveis, sendo o0s pacientes de adenocarcinoma invasivo com faixa etaria
de £ 51,7 anos e + 51,4 anos para o cancer escamoso (SYRJANEN, 2004). Dessa forma é
possivel observar um tempo necessario de + 12,9 anos para a confirmagdo carcinoma

glandular, enquanto que para o carcinoma escamoso esse tempo aumenta para + 17,8 anos.
2- Sensibilidade dos procedimentos tradicionais

Nesse aspecto destaca-se principalmente uma baixa quantidade de células ou mesmo
auséncia de células glandulares. Os adenocarcinomas estdo localizados abaixo das células
estratificadas do tecido epitelial, abaixo da juncdo escamo-colunar, JEC (Figura 4).
Considerando que no exame de Papanicolau o profissional de salde tem apenas uma visao
superficial do tecido, qualquer anormalidade que haja em células glandulares passara de
forma despercebida. Para intensificar ainda mais o problema, os adenocarcinomas tendem a se
desenvolver nas regifes mais internas das glandulas afetando as amostragens citopatoldgicas.
Essas limitagcBes dificultam o acesso das escovas citolégicas e, por sua vez, dificultam o
diagnostico precoce (SMITH et al., 2000; SYRJANEN, 2004; CASTELLSAGUE et al.,
2006).

Figura 4 - Divis8o anatémica do colo uterino e representagdo espacial da Juncdo Escamo-Colunar

(JEC).
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Fonte: Pinheiro (2014)
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2.2.1 Epidemiologia

Anualmente sdo estimados cerca de 319.000 novos casos de adenocarcinoma
endocervical no mundo, tendo os maiores indices em Barbados (34,1), Armémia (26,7),
Estados Unidos da América (19,5), Canada (16,3) e Russia (16,1), (Figura 5). A média global
para o adenocarcinoma uterino é de 8,3 pacientes para cada grupo de 100.000 habitantes.
Regides acima de 20 casos / 100.000 séo consideradas de alto risco (INCA, 2014).

Figura 5 - Epidemiologia global do adenocarcinoma uterino.

Fonte: GLOBOCAN (2015)

No Continente Americano 0s maiores indices sdo vistos em Barbados (34,1), Guiana
(22,7), Estados Unidos da America (19,5), Guatemala (17,4) e Guiana Francesa (17). Dentre
os 35 paises da Ameérica, o Brasil ocupa 0 21° lugar em incidéncia de adenocarcinoma uterino
(IARC, 2014). A figura acima nos revela baixos indices de lesdo glandular endocervical no
continente africano, resultado contrario ao carcinoma escamoso, provavelmente esses valores
se devam a falta de programas de rastreamento e mesmo dados epidemioldgicos acerca do

adenocarcinoma uterino.
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Anualmente, entre os casos confirmados, aproximadamente 24% chegam a oébito,
totalizando 76.000 mortes causadas pelo adenocarcinoma uterino anualmente no mundo e,
assim como Vvisto no cancer escamoso, as previsdes mostram uma tendéncia em elevacéo.
Dados da Organizacdo Mundial de Saude estimam a confirmagdo de 1.216.000 casos de
adenocarcinoma para o0 ano de 2020. (GLOBOCAN, 2015).

Segundo o Instituto Nacional do Céncer, estima-se o0 surgimento de 5.900 novos casos,
com um risco estimado de 5,79 casos a cada 100 mil mulheres, para o Brasil (INCA, 2014).
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, podemos ordenar o adenocarcinoma do
colo uterino entres os tumores que acometem o sexo feminino da seguinte forma entre as
diversas regides do Brasil. Na Regido Sudeste é o sexto de tumor mais frequente entre as
mulheres, nas Regides Centro-Oeste e Nordeste, 0 sétimo mais incidente, respectivamente, e

nas Regides Norte e Sul, o 9° mais frequente. (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacfo do adenocarcinoma entre os canceres que acometem mulheres por regido.

Ordenacdo Regido Incidéncia/
100.000 hab

6 Sudeste 758

7 Centro-Oeste 5,22

8 Nordeste 4,0

9 Norte 6,3

9 Sul 216

Fonte: INCA (2014)

Os maiores indices sdo vistos em Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul
(1.900; 420 e 410/ 100 mil habitantes, na devida ordem). Esses valores podem ser explicados
ela densidade populacional desses estados, 0 que gera um maior nimero de casos registrados.
Vale ressaltar que ndo ha dados epidemioldgicos desse tipo tumoral para os Estados do Acre,
Amapa, Roraima e Tocantins. Para Regido Nordeste sdo estimados 1.140 casos, nas quais,
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Pernambuco ocupa a 12 posigéo, entre todos estados nordestinos, com 290 casos estimados e
Recife com 90 novos casos esperados para 2014/2015, Tabela 3 (INCA, 2014).

Tabela 3 - Estimativas de novos casos de adenocarcinoma uterino para o Biénio 2014-2015 por estados.
Adaptado de INCA 2014.

Estados Adenocarcinoma do colo uterino
Acre o
Amapa *x
Amazonas 50
Pard 70
Rondonia 20
Roraima *k
Tocantins o
Alagoas 80
Bahia 270
Ceard 210
Maranhdo 70
Paraiba 80
Pernambuco 290
Piaui 50
Rio Grande do Norte 60
Sergipe 30
Distrito Federal 130
Goias 130
Mato Grosso 50
Mato Grosso do Sul 80
Espirito Santo 80
Minas Gerais 420
Rio de Janeiro 880
Sao Paulo 1.900
Parana 330
Rio Grande do Sul 410
Santa Catarina 170

Fonte: INCA (2014)

A falta de registros epidemioldgicos visto em estados da Regido Norte, ou mesmo os altos
indices prevalentes na Regido Sudeste podem ser explicados pela falta de programas de
rastreamento que visem diagnosticar e contabilizar os casos de adenocarcinoma uterino. Essa

falta de acdo pode mascarar os reais valores atribuidos a este de tipo de tumor.
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2.3 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O Papilomaviru humano pertence a familia papillomaviridae, formando particulas
virais ndo envelopadas, icosaédricas com cerca de 55 nm de didmetro (FELLER, 2009;
MARGARET; MCLAUGHLIN-DRUBIN; MUNGER, 2009). Esse virus tem em sua
estrutura um DNA circular de fita dupla com aproximadamente 8000 pb e 8 genes, tendo seu
material genético dividido em duas regides codificadoras (precoce “E” e tardia “L”) e uma
regido ndo-codificadora chamada de Longa Regido de Controle (LCR) (PSYRRI; DIMAIO,
2008; GANGULY:; PARIHAR, 2009;).

A regido E (early) do genoma do HPV, composta por seis genes, é responsavel pela
expressao de proteinas replicativas do DNA viral (E1 e E2), transcricdo do RNA do
organismo (E2), reorganizacdo do citoesqueleto (E4) e a transformacéo da célula hospedeira
(E5, E6 e E7). A regido L (late), composta por dois genes, expressa proteinas do capsideo
viral (HOSTETLER et al., 2007) (Figura 6).

Figura 6 - Representa¢do do genoma do HPV com suas regiBes codificadoras, precoce (E1-E7) e tardia (L1-L2),
e ndo codificadora (LCR, longa regido de controle)
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Fonte: Ministério da Saude (2008). Adaptado
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Atualmente sdo reconhecidos mais de 200 tipos de HPVs sendo tipificados por
diferengas dos seus DNAs. Dentre estes, cerca de 100 tipos j& foram descritos como capazes
de infectar o ser humano e cerca de 50 tipos sdo capazes de infectar a mucosa do aparelho
genital (DE VILLIERS et al., 2004; BERNARD, 2005; NAKAGAWA et al., 2010).

Os diversos tipos de HPVs conhecidos podem ser classificados quanto ao tropismo e
quanto a capacidade de risco para o desenvolvimento de neoplasias (MUNOZ et al., 2006).

Em relacdo ao seu tropismo, o Papilomavirus humano pode infectar tanto tecidos
cutaneos quanto mucosas, se classificando em cutaneotropicos e mucosotropicos,
respectivamente (CRISH et al., 2000; KISSELJOV, 2000; SILVA et al., 2003). Os virus
cutaneotrépicos sdo frequentemente encontrados em lesGes benignas como condilomas,
verrugas simples e papilomas. Ja& 0s mucosotropicos sdo relacionados a lesdes escamosas
intraepiteliais e glandulares do colo uterino, vulva, vagina e pénis, e carcinomas cervicais de
cabeca e pescoco (BADARACO et al., 2000; SMITH et al., 2000; RIVOIRE et al., 2001,
STEVENS, 2002).

Os HPVs podem ainda ser classificados como de baixo (LR-HPV) ou alto risco (HR-
HPV) oncogénico, diferindo na capacidade de induzir alteracGes na apoptose e transformacao
celular, assim como de interagir com os varios componentes do ciclo celular (SANTANA et
al., 2008).

Geralmente, os virus de baixo risco estdo associados as lesdes benignas e possuem
baixo potencial oncogénico. Dentre eles estdo os tipos 6, 11, 42, 43 e 44. Por outro lado,
HPVs de alto risco sdo agentes causadores de cancer cervical e suas lesdes precursoras. Os
tipos de HPVs particularmente associados a esta doenca séo o 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
56, 58, 59 e 68 (SCHIFFMAN; BURK, 1997; NORONHA et al., 1999; BRENNA,;
SYRJANEN, 2003; DE VILLIERS et al., 2004).

O HPV esta presente em 99% de todos os casos de cancer do colo uterino, sendo os de
alto risco oncogénico (exemplos, 16, 18, 31, 33, 45) detectados em mais de 97% dos casos em
todo o0 mundo (CLINFFORD et al., 2003). Os tipos virais 16 e 18 aumentam o risco de
progressdo das lesdes, sendo comumente associados com neoplasia intraepitelial de alto grau
e atipia glandular, na devida ordem (FERNANDES; NARCH, 2007).
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2.3.1 Ciclo de vida

O ciclo de vida do HPV esta diretamente ligado ao processo de diferenciacao celular.
A entrada do patdégeno no organismo ocorre atraves de células basais do tecido estratificado.
Essas células, por sua vez, dividem-se e iniciam a especializacao celular, produzindo células
epiteliais maduras. As células intermediarias dividem-se e direcionam-se as camadas mais
externas (SOUTO, 2005). Os possiveis responsaveis pela entrada do HPV nas células sdo os
proteoglicanos (sulfatos de heparina) que, talvez, atuem como receptores do virus na célula.
Esse proteoglicanos agem na porcao carboxi-terminal da proteina L1 do virus e permitem a
adsorcéo do virus a célula (BURD, 2003).

Apds entrada na célula, o0 DNA viral se estabiliza e ocorrem as primeiras copias do
material genético. Ao entrarem em divisdo celular, as células promovem uma divisdo
equitativa entre o genoma viral. Um das células recém-geradas migra para as camadas
superficiais e inicia o processo de especializagdo, enquanto que a outra permanece na camada
basal servindo como reservatério. O virus so estard completamente organizado nas células das
camadas mais externas, desse modo, as células basais ndo sofrerdo ruptura pela replicacédo
viral (FEHRMANN; KLUMPP; LAIMINS, 2003).

As células saudaveis “ndo infectadas” ao sairem da camada basal, pelo processo de
divisdo celular, interrompem o ciclo celular. Vale ressaltar que nesse momento a célula ja esta
ou inicia o processo de diferenciacdo, ndo necessitando divisdo. Contudo, a partir do
momento que essa célula € considerada infectada, a proteina E7 do virus reativa o ciclo
celular e essas células retornam a Fase S (MICHELLE; LAIMINS,2004).

No complemento da montagem viral entram as proteinas L1 e L2 que sdo responsaveis
pelo capsideo viral. Seguindo o processo de montagem, os virus maduros séo liberados pelas
camadas mais superficiais do epitélio (FEHRMANN; KLUMPP; LAIMINS, 2003).

2.3.2 Infec¢Oes causadas por HPV
As infeccdes pelo HPV podem ser classificadas de duas diferentes formas:

1- Tolerante

Nesse tipo de infeccdo o virus realiza o ciclo celular bésico, adsorcdo, penetracao,

integracdo, replicacdo, transcricdo e traducdo. A maioria das pacientes que apresentam esse
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tipo de infeccdo consegue eliminar o virus do organismo através de defesas autoimunes
(TYRING, 2000).

2- Persistente

Nesse tipo de infeccdo o virus apresenta interrupgfes em algumas etapas da replicacéo
viral. Esse tipo de infeccdo é muito estudado em lesdes de baixo e alto grau oncogénico. As
lesbes de baixo grau assemelha-se em muito com as infecgdes tolerantes. Nestas as células
eliminam o patdgeno e voltam ao estado anteriormente normal. Nas lesdes de alto grau
ocorre uma transcricdo diferenciada, estando a expressédo dos genes precoces elevada e dos
genes tardios retardada, nesse caso ocorre um aumento transcricional dos genes E6 e E7
(CANIZZARO et al., 1990). Vale frisar que € muito comum a observacdo de lesdes de baixo
grau circundando o tecido oncogénico, isso pode ser visto como desenvolvimento sequencial
da infeccdo viral. Outro fator importante é a confirmacdo de diferentes tipos HPVs em uma
mesma lesdo, inferindo-se que um deles predomine na inducdo a patologia da lesdo
(TYRING, 2000).

2.3.3 Patologia do HPV

Dentre os varios tipos de HPVs existentes, cerca de 25% deles apresentam um
tropismos pelos tecidos escamosos e glandulares do corpo humano, ocasionando uma extensa
quantidade de lesdes epiteliais benignas, ou mesmo, malignas, descritas na Tabela 4 (HORRY
et al., 2008; CARNEIRO et al., 2009; GANGULY; PARIHAR, 2009; GRM; BERGANT,;
BANKS, 2009; TCHERNEV, 2009).

Tabela 4 - Sintomatologia e Tipos Virais de HPV.

Especificidade Manifestagdes Clinicas Tipagem

2,1,7,4,26, 27,29, 41, 57,

Verrugas plantares 65, 77, 3,10 e 28

g Verrugas vulgares (planas) 3,10, 26, 27, 28, 38, 41, 49,
& gas vulgares {p 75¢ 76
§ Outras lesOes cutaneas (ex.: cistos epidérmicos, 6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38,
S carcinoma de laringe 41, 48,60,72e 73
3 2,3,10,5, 8,9, 12, 14, 15,
Epidermodisplasia verruciformis 17,19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 36, 37 e 38
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Papilomatose respiratoria recorrente 47,50,6e11
Papilomas/Carcinomas conjuntivos 6,11¢e 16
6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54,

Condiloma acuminado (verrugas genitais) 55 & 70

Lesdo Intraepitelial cervical
6,11, 16, 18, 31, 33, 35, 42,

Baixo grau 43,44, 45,51, 52 ¢ 74
16,18, 6, 11, 31, 34, 33, 35,
Alto Grau 30, 42, 44, 45, 51, 52, 56,

58, e 66

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39,
51, 52, 56, 58, 66, 68 e 70
Adenocarcinoma 18, 16,31 e 33

Mucosotropico

Carcinoma escamoso

Fonte: Borges (2008)

A relacdo da epidemiologia da infeccdo do HPV com o céncer escamoso do colo
uterino apresenta diferencas conforme as mudancgas geograficas. Em cerca de 21 paises
estudados, o0 HPV16 apresenta uma posicdo de destaque, sendo o mais frequente em 19
paises. Os outros dois paises apresentaram o HPV18 como sendo o mais prevalente (BOSCH
etal., 1995; YAMADA et al., 1997).

Os maiores indices de HPVs de alto risco oncogénico sdo encontrados em paises
africanos e latino-americanos. Na América Central e América do Sul, os oito tipos de HPV
mais prevalentes sdo os HPVs 16, 18, 31, 45, 33, 58, 52 e 35, na devida ordem, para amostras
de carcinonoma cervical invasivo e os Tipos 16, 58, 18, 31, 33, 51, 6 e 45, na ordem
apresentada, para amostras de lesdes intraepiteliais de alto grau (BOSCH et al., 1995; SMITH
et al., 2007). Um estudo realizado por Alves (2013) mostrou que o HPV do tipo 16 é o mais
frequente no Brasil, estando presente em todas as regides, seguido do HPV 31, presente em 4

regides (Figura 7).
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Figura 7 - Epidemiologia molecular do HPV no Brasil.
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Fonte: Alves (2013)

2.4 SISTEMA IMUNE NO COMBATE AO HPV

Uma das melhores formas de tentar explicar os caminhos tracados pelo HPV para
infectar organismo se faz através de observacdes em pacientes imunodeprimidos. Em 1984,
Sillman e colaboradores observaram que pacientes deprimidas imunologicamente por
diferentes causas apresentaram infeccdo pelo HPV e, posteriormente, neoplasia genital. Anos
mais tarde, Penn (1986) relatou um aumento de cem vezes no risco ao desenvolvimento de
cancer de vulva e anus em pacientes HPV-Positivos e com deficiéncia renal. Concordando
com esses resultados, Marck; DE Vieyst; Steyarert (2003) observaram uma direta associagdo
entre pacientes de transplante renal e a susceptibilidade a infeccéo pelo HPV.

Um dos procedimentos mais utilizados para confirmar a relacdo entre a deficiéncia do
sistema imunoldgico e susceptibilidade a infeccdo viral pelo HPV é realizada em ensaios com
pacientes soropositivos. Nestes € possivel verificar uma facilitacdo na infeccao, persisténcia e
até mesmo na coinfeccdo. Um grande questionamento esta relacionado com carga viral de
HIV, contagem de linfocitos T CD4" e infecgdo por HPV. Alguns ensaios relacionam as altas
prevaléncias de HIV e baixos niveis de CD4" com a facilitacdo a persisténcia do HPV. Por
outro lado, outros estudos estabelecem associagdo apenas entre o HIV e o HPV independente
da contagem de CD4". Uma das possiveis explicacdes para essas incoeréncias de resultados

deve-se as diferentes caracteristicas sociocomportamentais das populacGes estudadas
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(MARCK; DE VIEYST,; STEYARERT, 2003). Segundo estes mesmos autores, 0s maiores
obstéaculos na busca pela associa¢do do sistema imunologico e a infeccdo pelo HPV deve-se:
1- O ciclo de vida do HPV esta diretamente ligado a diviséo celular das células epiteliais,
e s a pouco tempo foi possivel promover uma manutencédo desse ciclo in vitro.
2- A infeccdo pelo HPV e restrita as células epiteliais e sem manifestacfes clinicas
generalizadas, ou seja, a visualizacdo da resposta imune no sangue é um desafio enorme
(MARCK; DE VIEYST; STEYARERT, 2003).
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2.5 FATOR DE NECROSE TUMORAL-ALFA

Também conhecida como caquetina, esta citocina proinflamatoria, ou seja, estimulante
do processo inflamatorio, codificada pelo gene de mesmo nome, localizado no brago longo do
cromossomo 6 (regido 21.3), possui em sua estrutura 157 aminoécidos em forma de
homotrimeros, com 26 kDa e secretada por macréfagos, mondcitos, células NK e Células T.
Sua sintese esta diretamente relacionada com a presenca de LPS, virus, bactérias
intracelulares e células tumorais e, muitas vezes, com alteracdes intracelulares (DUARTE et
al., 2005).

Agindo de forma conjugada com a IL1, IL2, IFN e IL6, esta citocina é de suma
importancia na compreensdo do processo inflamatério mediada por células (ROITT et al.,
2002). Além disso, é estimulado pela bradicinina, imunocomplexos, inibidores da
cicloxigenase e PAF (CLARCK, 2007).

As funcbes desempenhadas por esta citocina estdo relacionadas com o aumento da
citolise em diferentes estagios de neoplasia e atividade antitumoral, sendo esta funcédo
primordial no controle do desenvolvimento tumoral. Também possui acdo hematopoiética,
ativacdo de neutréfilos, mondcitos, macréfagos, linfécitos T e B, pirégeno enddgeno, e
acentua a expressao de proteinas da fase aguda da inflamacdo (FORTE, 2004).

As fungdes do TNF-a melhores caracterizadas estdo ligadas a apoptose e inflamacéo.
Pacientes que apresentam um quadro de sepse e a0 mesmo tempo com altas taxas desse
citocina em niveis séricos apresentam uma progressdo das manifestacdes clinicas. Esses
resultados também foram vistos em testes com animais de laboratorios, que mesmo sem
apresentar um quadro de septicemia tiveram choque séptico ao serem manipulados com
grandes doses desta proteina. Porém, em concentracGes basais essa proteina estimula a
angiogénese e induz a proliferacéo celular (BERNARDINO et al., 2008).

A TNF-a possui uma papel primordial na atuagao do sistema imune inato e adaptativo.
Em condi¢Bes normais esta proteina é sintetizada em niveis basais, contudo, mediante ao
estimulo de outras proteinas pro-inflamatérias e diante da exposicdo de patdgenos, essa
sintese pode se tornar elevada (EGAN, 2004; POPA et al., 2007).

Em células tumorais ja foi observado que o inicio e o desenvolvimento tumoral estéo
associados com a inibicdo da expressdo de TNF-o (BALKWILL, 2009; YIN et al., 2009).
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A TNF-a apresenta dois receptores, 0 TNFR1, presente em grande parte das células e
esta relacionado com morte de neur6nios, e 0 TNFR2, este por sua vez, apresenta papel
antagbnico ao primeiro (BERNARDINO et al., 2008). Ao ocorrer uma interacdo entre 0s
receptores de TNF e proteinas adaptadoras (p38 e MAPK) é dado inicio a uma cascata de
sinalizacdo. Os receptores dos TNFs induzem a morte celular por (KASSARDJIAN;
KREYDIYYEH, 2008).

Alguns estudos sugerem que o TNF-a atue como um protetor enddgeno de tumores,
tais como, cancer de mama, linfomas, endométrios uterino e cancer gastrico (MOORE et al.,
1999; OH et al., 2000; SASAKI et al., 2000; MACHADO et al., 2003). Em células tumorais
esta citocina parece desempenhar uma funcgéo inibidora ao desenvolvimento do tumor em
monaocitos humanos (IGANSI, 2009).

No caso da infeccdo por HPV, esta citocina apresenta duas funcdes, uma direta e outra
indireta. Diretamente 0 TNF-a promove a morte celular das células infectadas e tumorais, em
outras palavras, promove um controle no crescimento tumoral (DESPHANDE et al., 2005).
Em relacdo a funcdo indireta, os niveis séricos da citocina sdo controlados por mecanismos
genéticos, principalmente polimorfismos de bases Unicas encontrados na regido promotora do
gene (DESPHANDE et al., 2005).

O gene TNF-a possui varios polimorfismos em sua estrutura localizados na regido
promotora: -1031 (T/C), -863 (C/A), -857 (C/T), -308 (G/A), -238 (G/A), -1196 (C/T), -1125
(G/IC), -572 (A/C), -316 (G/A), -163 (G/A) e -70 (G/A). Contudo, modificacdes na regido
promotora (-308) deste gene ja foram amplamente associadas com diferentes tumores.
MutacBes na regido -308 (G/A) influenciam diretamente no aumento de expressdo da proteina
e induzem a uma maior probabilidade de desenvolver a neoplasia cervical (IGANSI, 2009).

Fernandes et al. (2008) constataram que individuos homozigéticos G/G (-308), ou que
apresentavam a presenca do alelo G, possuem uma menor taxa desta proteina no soro, ja 0s
gendtipos A/G e A/A estdo ligados as elevacOes séricas desta proteina. Foi visto ainda, que
pacientes saudaveis e que ndo apresentavam nenhuma leséo cervical possuiam, em sua grande
maioria, 0 genétipo G/G, conferindo uma possivel protecdo. As baixas producdes desta
proteina, mediadas pelo genétipo (G/G) estdo associadas as lesdes de baixo grau, enquanto
que A/G ou A/A associam-se com lesdes de alto grau ou cancer invasivo.

Entretanto, um estudo realizado por Govan et al. (2006) com 244 amostras de cancer

cervical e 228 pacientes saudaveis, todas provenientes da Africa do Sul, através da técnica de
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ARMS-PCR, ndo encontrou associacdo entre o polimorfismo (G-308A) do gene TNF-a ¢ o
risco para o desenvolvimento do tumor.

Em outra analise, realizada por Wang et al. (2012), esse resultado controverso foi
confirmado. O estudo foi realizado com trés grupos de pacientes, sendo o primeiro constituido
por 285 mulheres HR-HPV positivas e cancer cervical, o segundo grupo composto por 225
pacientes HR-HPV positivas, porém sem cancer cervical , e o terceiro grupo composto por
mulheres saudaveis (HPV e cancer negativos). Os autores concluiram nao haver associacao
entre o polimorfismo (G-308A) do gene TNF-a ¢ a infecgdo por HPV, nem mesmo com o

desenvolvimento do cancer uterino.
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2.6 INTERLEUCINA - 10

A IL-10 é uma proteina homodimerica, com gene localizado no cromossomo um, peso
molecular de 17 kDa, sem presenca de carboidratos, sintetizada principalmente por
queratinocitos, células dendriticas, células CD8+, principalmente por Th2, além disso,
linfocitos B, Thl e mastdcitos também podem se tornar fontes desta citocina, contudo, com
menor intensidade (MILLER; JOHNSTONE, 2001). IL-10 é uma das principais moduladoras
negativas na expressdo de outras citocinas e na atividade funcional de macrofagos. Somado a
iss0, esta citocina inibe a expressdo de outras proteinas pro-inflamatdrias, agindo como uma
atenuante do processo inflamatdrio, e das metaloproteinases da matriz extracelular (MILLER,;
JOHNSTONE, 2001).

Entre os principais efeitos bioldgicos da IL-10 destacamos a inibicdo na sintese de
varias citocinas: IFN-y, IL-2, IL-12, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, LIF, PAF, TFA, PGE2 e
TNF-0, mediados pelo seu receptor de membrana (IL-10R) (MOORE et al., 2001). O
resultado desse efeito supressor € visto na diminui¢do da secrecdo de citocinas Thl e aumento
secretor das células Th2, além da capacidade de se autorregular (YAMAOKA et al., 1999).
Somados a esses efeitos, a IL-10 possui a capacidade de impedir a formacdo de Espécies
Radicais de Oxigénio (EROSs) e inibir a producdo de TNFR1 e TNFR2, que podem diminuir
os efeitos da TNF-a (GULLESTAD et al., 2002).

Mondcitos e macrofagos sdo os alvos principais da IL-10. Esta molécula inibe a
expressao do MCH de Classe 1l, em contrapartida, estimula expressdo dos receptores de 1gG
em monocitos e macréfagos humanos, dessa forma, aumenta a capacidade fagocitica
(SPITLLER et al., 1995).

Quanto as células dendriticas, estas apresentam a capacidade de ativar células T em
repouso iniciando um processo inflamatério. O efeito inibidor da IL-10 sobre as células Thl
é realizado de forma indireta. Para isso, a IL-10 inibe a sintese de IL-12, cofator positivo para
producéo de células Th1 (MOCELLIN et al., 2001).

A IL-10 desempenha um papel exclusivamente anti-inflamatério e modulador no
processo inflamatdrio, principalmente em condi¢fes crénicas, mecanismo antagénico ao
efeito da TNF-o (BOLGER et al., 2002; DENYS et al., 2002; KAUR et al., 2006).

O principal fator na determinacdo dos niveis séricos da IL-10 é o perfil genético do

individuo. Um estudo realizado por Stanckzuk et al. (2001) mostrou que 75% da expressdo da
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citocina é determinada geneticamente, sendo duas repeti¢cBes dinucleotidicas de citosica e
adenina e trés SNPs. Somado ao perfil genético do paciente, acredita-se que a infecgdo por
HPV-16 possa aumentar ainda mais o nivel sérico da IL-10. Somado a isso, é sabido que
mulheres portadoras de HPV-RH, especialmente o0 HPV-16, e que possuem IL-10GG (-1082)
possuem uma grande chance no desenvolvimento e progressao das lesdes cervicais para CC
(FERNANDES et al., 2008).

Dentre os trés polimorfismos presentes em sua estrutura, todos na regido promotora do
gene, -1082 (A/G), -819 (C/T) e -592 (C/T) destacamos a regido (-1082), onde podemos
encontrar a variacdo de A para G. Esse tipo de mutacdo influencia diretamente no aumento
dos niveis séricos da proteina e pode estar relacionada com a propensdo imunogenética ao
cancer do colo uterino (CONCEICAO, 2010).

Os polimorfismos da regido promotora apresentam uma aplicabilidade na medicina
clinica, haja vista que a presenca/auséncia de um alelo pode determinar baixos,
intermediérios, e altos niveis da citocina. Essa capacidade de variacdo em nivel de expressdo
influencia  diretamente na protecdo/propensdo a infeccdo pelo HPV e na
protecao/susceptibilidade as lesdes cervicais ou mesmo no desenvolvimento do cancer uterino
(BIDWELL et al., 1999; HAUKIM et al., 2002).

Stanckzuk et al. (2001) mostraram que a maior parte das mulheres portadoras de
cancer cervical possuiam o alelo G em homozigose tornando-as susceptiveis a neoplasia
uterina. Somado a esta informacdo, foi visto que a menor parte das pacientes portadoras de
cancer apresenta o alelo A quando comparado ao grupo controle.

Mulheres com lesdes cervicais e a0 mesmo tempo HPV-Positivas possuem altos
indices de IL-10 quando comparadas as mulheres saudaveis e sem lesdo uterina. Esta
propensdo pode ser explicada por uma imunossupresséo local ocasionada pela inibicdo de
antigenos, células T citotoxicas, e uma série de citocinas proinflamatérias. Desse modo, ha
uma facilitagdo na instalacdo do HPV e em toda cascata patoldgica desencadeada (GIANINI
et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a relagéo entre os polimorfismos -1082 (A/G) do gene IL-10 e -308 (G/A) do
gene TNF-o com desenvolvimento de lesGes intraepiteliais escamosas e

adencarcinoma uterino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas nos dois polimorfismos nos
grupos analisados;

2. Associar os polimorfismos dos genes IL-10 (rs1800896) e TNF-a (rs1800629)
com a susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas cervicais;

3. Verficar as relagdes das variaveis estudadas (comportamentais, reprodutivas e
sexuais) juntamente com os polimorfismos IL-10 (rs1800896) e TNF-a
(rs1800629) na propensdo as lesdes escamosas e andenocarcinoma uterino.
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ABSTRACT

Background. Susceptibility to infectious diseases is associated with the profile of genes
involved in the immune response to infection. Objective: This study aims at investigating
whether the polymorphisms at promoters regions of IL-10 -1082 (A> G, rs1800896) and TNF-
a (-308 G>A, rs1800629) genes, were associated with susceptibility to HPV
infection/progression to cervical dysplasia and adenocarcinoma. Materials and Methods:
The study population consisted of 240 women infected with HPV (72 with adenocarcima and
168 with cervical intraepithelial lesion) and 169 healthy control women. IL10 -1082 (A> G)
and TNF-a -308 (G> A) polymorphisms were analyzed by ARMS-PCR. Results: There was
significant increase in the frequency of 1L10 -1082G allele in both cervical dysplasia (OR =
1.39; P = 0.0372) and adenocarcinoma patients (OR = 2.19; P = 0.0002 ). The same was
observed concerning individuals with GG genotype (OR =2.17, P = 0.047 and OR =3.8; P =
0.0029, respectively). For TNF-a -308 polymorphism, there was no association of the allele or
genotype frequencies in relation to cervical disease (P> 0.05). On the other hand, there were
susceptibility in relation to risk factors such as age> 35 years (OR = 2.57; p = 0.0057), age of
first sexual intercourse 1st <18 years (OR = 6.6224, p <0.0001), smoking (OR = 3.80; P =
0.0003), African origin (OR = 5.18, p <0.0001) and co-infection by Chlamydia trachomatis
(OR = 2.41; P = 0.0315). Conclusion: Our findings suggest that polymorphisms in the IL-10
and TNF-a genes may play a role in susceptibility or severity of cervical disease in the study

population.

Keywords: Tumor Necrosis Factor alpha, Interleukin 10, Glandular cervical lesions,

Adenocarcinoma, HPV.
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INTRODUCTION

Despite the infection by one of the types of human papillomavirus of high oncogenic
risk (HR-HPV) is the main cause of cervical cancer and its precursor lesions (Cervical
Neoplasms Intraepitelais NIC) (Ferlay et al., 2010; Moscicki et al., 2006; de Villiers et al.,
2004; Bosch et al., 2002; Walboomers et al., 1999), the presence of other cofactors plays an
important role in the viral etiology, such as: alcoholism, multiple partners, multiparous, use of
oral contraceptives, age, co-infections with other types of pathogens [Human
Immunodeficiency Virus (HIV), Herpes Simplex Virus (HSV), Chlamydia trachomatis (CT)]
and also one should take into consideration the genetic factors of the host (Moscicki et al.,
2006; Franceschi et al., 2003; Liu et al., 2001; IARC, 1995). The type and quality of the
immune response are factors that create an enabling environment for viral replication, and
individuals with impaired cellular immune response have a high prevalence of cervical lesions
induced by HPV (Stanley, 2006; Konya & Dillner, 2001; Womack et al., 2000).

Interleukin 10 (IL-10) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) are two
multifunctional cytokine involved in the immune response of the host. IL-10 is an anti-
inflammatory cytokine excreted by a variety of cells and has dual activity on immune
response and suppresses the cellular immune response (Th-1), and stimulates the humoral
immune response (Th-2) (Mege et al., 2006). Patients with severe squamous intraepithelial
lesions (SIL) has been found with the level of [L-10 expression increased (El-Sherif et al.,
2001; Jacobs et al., 1998;. Kim et al., 1995). The TNF-a is a pro-inflammatory cytokine
secreted mainly by macrophages, and has a key role in inflammation, immune homeostasis
and host defense. Furthermore, increases expression of adhesion molecules and activation of
neutrophils, stimulates the production of cytokines, and acts as a T cell costimulatory
activation and antibody production (Wajant, 2009; Elahi et al., 2009; Li et al., 2003). The
TNF-a is involved in the defense against HPV infection, modulating viral replication (zur

Hausen, 2000).

Polymorphisms in genes related with the immune response, such as IL-10 and TNF-a
genes may be involved in the etiology of cervical disease (Berrington et al., 2004). Several
polymorphisms have been described to IL-10 gene, in particular three in the promoter region
(-1082 A/G -819 T/C and - 592 A/C) may influence the transcriptional level of mMRNA and

protein expression in vitro and consequently their role in cancer (Turner et al., 1997).
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However, regardless of the position of the other polymorphic sites in relation to IL-10 gene,
individuals who had the -1082 AA genotype were associated with low production, -1082 GA
with middle and -1082GG with high production of IL-10 protein in vivo and in vitro studies
(Hutchinson et al., 1999; Turner et al., 1997).

TNF-a also has several gene polymorphisms located in its promoter region: -1031
(T/C), -863 (C/A), -857 (C/T), -308 (G/A), -238 (G/A), -1196 (C/T), -1125 (G/C), -572 (A/C),
-316 (G/A), -163 (G/A) e -70 (G/A). However, single nucleotide polymorphisms (SNP)
located at position -308 (G> A) of TNF-a gene causes variation in the serum concentration of
the protein encoded by the gene. The TNF-a -308 GG genotype was associated with low
protein production, while -308 AA and -308 AG genotypes were associated with middle and
high protein production, respectively (Fernandes et al., 2008).

In relation to cervical lesions, the presence of the TNF-a -308 GG genotype has been
associated with the induction of cervical squamous cervical intraepithelial lesions (SCIL),
whereas the presence of TNF-a -308AG and TNF-a -308AA genotypes were associated with
the progression to cervical lesions and even in the formation of invasive cervical cancer
(ICC), however their results were contradictory (Wang, 2012; Fernandes et al., 2008; Duarte
et al., 2005, Deshpande et al., 2005; Stanczuk et al., 2003; Calhoun et al., 2002).

Dispete of IL-10 -1082 (A/G) and TNF-a -308 G/A polymorphisms have been studied
on the susceptibility to many infectious diseases, functional importance about these
polymorphisms is still clarified. Therefore, this research aimed to investigate the possible
association among IL-10 -1082 (rs1800896) and TNF-a -308  (rs1800629) gene
polymorphisms and the susceptibility to cervical intraepithelial lesions as well as for
adenocarcinoma in a population from Northeast of Brazil.

METHODOLOGY

Design and study site

A cross-sectional study was performed aimed at analyzing IL-10 and TNF-a genes
polymorphisms in women with squamous cervical intraepithelial lesion (SCIL) and cervical

adenocarcinoma. Women were recruited at the Lower Genital Tract Pathology Clinic at
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Women’s Healthcare Center of the Prof. Fernando Figueira Institute of Integrated Medicine
between January 2008 to April 2010.

The laboratorial analyses were conducted at the Laboratory of Genetics, Biochemistry
and DNA sequencing Professor Tania Falcdo of the Universidade Federal Rural de
Pernambuco. The local Ethics Committee for Research (n° 3326/13) approved the study and
all patients and controls agreed to participate, signing the Terms of Free and Informed
Consent.

Patients and Controls

The study population consisted of 3 groups: group 1: 96 women with cervical lesions
and HPV-positive; Group 2: 72 women with cervical adenocarcinoma and positive HPV;
Group 3: 169 healthy control women, HPV negative. The samples of this study were selected
from a DNA bank originated from cervical smears of women aged 16 to 75 years assisted by
spontaneous demand in the Central Public Health Laboratory of Pernambuco (LACEN) and
Integrative Medicine Institute Professor Fernando Figueira (IMIP), from January 2008 to
April 2010. As regards the samples of Group 2, were included in this group women between
31 and 76 years of age with histopathological diagnosis of adenocarcinoma in situ and
invasive cervical the uterus, identified in the file Cervical Pathology Service of the CAM-
IMIP, in the period between 2001 and 2014. The study excluded women who had undergone
treatment for the cervix or diagnosed with HIV and patients with adenocarcinoma not
included paraffin blocks nail biopsy or surgical piece. For the healthy control group were
excluded women who had the cytology diagnosed with atypical cells and colposcopy with
abnormal colposcopic findings or suggestive of invasion and positive for HPV infection. For
all groups, information was collected from medical records of patients in relation to biologic

factors, sociodemographic, reproductive, and lifestyle habits.

IL-10 and TNF-a genes polymorphisms analysis

The presence of polymorphisms in the promoter regions of I1L-10 -1082 (G> A) and
TNF-a -308 (G> A) genes were analyzed by sequence specific PCR technique (PCR-SSP).
The analyzes of IL-10 -1082 (rs1800896) polymorphism gene were performed as described by
Crilly et al. (2003) while TNF-a -308 (rs1800629) polymorphism gene was performed as
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described by Perrey et al. (1999). The sequences of the primers used for both regions are
shown in Table 1.

The amplification reactions for analysis of both polymorphic sites were made to a final
volume of 15 ul. The reaction mixture contained approximately 50 ng of DNA vaginal
secretions, 1X Platinum Taq Buffer (Invitrogen Life Technologies), 200 uM dNTPs, 2.5 mM
MgCl 2, 1U Tag DNA Platinum DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies) and 1 pM
of each primer (common and specific allele). The cycling conditions used were the same as
previously described in the literature cited above.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the BioEstat 5.0 software. The study was
cross-sectional with independents samples consisting of nominal data (genotype). The
influence of each polymorphism on the risk for development of (pre) neoplastic cervical
disease was estimated by odds ratio (OR) using a confidence interval of 95% for the

parameters.

Allele frequencies were estimated by direct gene counting. The prevalence of different
genotypes in patients and controls was analyzed by the y? test and by the Fisher exact test in

contingency tables. P-value under or equal to 0.05 were considered statistically significant.
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Results

Tables 2 and 3 show the distribution of allelic and genotypic frequencies of IL-10 -
1082 A> G and TNF-a -308 G> A genes polymorphisms, between cases and healthy control
groups. Individuals with I1L-10 -1082GG genotype and IL-10 -1082 G allele were significantly
associated with risk to cervical lesions increased [OR = 2.17, p = 0.047; OR = 1.39, p = 0.037,
respectively], as well as to development of adenocarcinoma [OR = 3.8; p = 0.0029; OR =
2.19, p = 0.0002]. However, no significant difference in the frequencies allelic and genotypic
distribution were observed relation to TNF-a -308 G>A gene polymorphism, when compared
with SCIL (p> 0.05) and adenocarcinoma (p> 0.05) (Table 3).

In the Tables 3 and 4, we related clinical features, sociodemographic, reproductive and
habits from patients selected with the two polymorphisms analyzed. Seven risk factors (age>
35anos, age at first sexual intercourse 1st <18 years in pregnancies> 3, use of OCP, smoker,
African origin, and coinfection with CT) were evaluated with relation to risk of development
for both cervical lesions and adenocarcinoma and it was compared with IL-10 -1082 A>G and
TNF-a -308 G>A genes polymorphisms (Table 4 and 5, respectively). Of all the analyzed
cofactors, only patients with aged over 35 years were associated with IL-10 -1082 A> G gene
polymorphism (Table 4). Regarding the TNF-a -308 G> A gene polymorphism, significant
differences were observed with respect to age> 35 years (OR = 2.57, p = 0.0057), 1st first
sexual intercourse <18 (OR = 6, 62; p <0.0001), smoking (OR = 3.80; p = 0.0003), use of
OCP (OR = 14.17; p <0.0001), and Chlamydia trachomatis by coinfection (OR = 2.41; p =
0.0315) (Table 5). On the other hand, no significant difference was observed among the
cofactors and the presence of adenocarcinoma for both the polymorphisms analyzed in this
study (p> 0.05).

Discussion

In this study, we evaluated the distribution of genotype and allele frequencies for both
rs1800896 and rs1800629 polymorphisms with the susceptibility for cervical lesions and
development of adenocarcinoma. Our findings suggest that the presence of variants GG and
GA genotype as well as G allele in the promoter region of the IL-10 (rs1800896) gene
influence both the developing cervical lesions and adenocarcinoma. Matsumoto et al. (2010)

studying a Japanese population found association among high production genotypes (GA and
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GG) of IL-10 and the degree severity of cervical disease. These findings can be explained by
the increase in the transcriptional activity of mRNA and once IL-10 is a cytokine produced by
Th-2 cells and possesses immunosuppressive and antiangiogenic activities, it may lead to an

increased susceptibility for both cervical lesions and adenocarcinoma.

Since AA genotype was associated with decreased serum levels of protein in some
studies involving different types of cancers (like as cervical, prostate and breast cancer)
(McCarron et al., 2002; Giordani et al., 2003), it was considered as a biomarker for the
development of cervical lesions as well as progression for cervical cancer (Wang et a.l, 2013;
Fernandes et al., 2008; Song et al., 2007; Passmore et al., 2007; Stanczuk et al., 2001).

In relation to TNF-a -308 G/A gene polymorphism, it is known that the transcriptional
level of MRNA of the TNF-a protein increases from 6 to 9 times in vitro in the presence of
the transition from G to A, and may affect the susceptibility for various diseases (Kroeger et
al., 1997; Wilson et al., 1997). However, literature data are still contradictory when related
with the susceptibility for cervical lesions and progression to cervical cancer. In this study, no
association was found among the TNF-a -308 G/A gene polymorphism and the susceptibility
to cervical lesions or development of adenocarcinoma (p> 0.05). Souza et al. (2005) studying
a Portuguese population also found no significant association with the development of pre-
invasive cervical lesions. However, in this same study they found that individual with -308A

allele and -308AA genotype had an increased risk for developing cervical cancer.

Kirkpatrick et al. (2004) found a significant association between individuals carriers of
GG genotype (low secretory) with the development of cervical intraepithelial lesion low
grade, but they did not found association with respect to the development of cervical cancer.
This last result was in agreement with other that also showed no association (Wang et al.,
2012; Stanczuk et al., 2003; Govan et al., 2006). On the other hand, in others studies this
polymorphism it was associated with the development of cervical cancer (Deshpande et al.,
2005; Azar et al., 2004; Ivansson et al., 2010; Singh et al., 2009). Furthermore, a meta-
analysis performed by Liu et al. (2012) showed that individuals from African origin carrying
the -308 AA genotype had been protected against developing cervical cancer, but no
association in relation to Caucasian origin was observed. These discordant results were
explained by the possible difference in genetic background between the different populations

analyzed.
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Regarding the socio-behavioral factors our results showed that IL-10 gene
polymorphism was associated only with age above 35 years. On the other hand, when we
analyzed the TNF-o -308 polymorphism, individuals carrying of the GA and AA genotypes
were significantly associated with several risk factors, as age > 35 years, age at first
intercourse <18 anos, prolonged use of oral contraceptives (ACO), smoking, and presence of
co-infection with CT (p< 0,05). Duarte et al. (2011) found similar results and suggested that
these results could be explained due to HPV latency in the body, causing histological changes
in women older age. Bezerra et al. (2005) showed that the early age of first sexual intercourse
considering the malformation of the female reproductive system contributes directly to an
increase in the chance of developing cervical lesions. A study performed by Rose et al. (2009)
found that the use of ACO potentializes the onset of cervical lesions by about three times. In
this same study found an increased risk for women that more parities. Furthermore, Simonetti
et al. (2009) suggested in their study that the co-infection by CT can cause inflammatory
responses that damage the cervical mucosa, leading to lesions or even facilitate the HPV

infection.
Conclusion

In our study, we found association of rs1800896 and rs1800629 polymorphisms with
the predisposition to develop of cervical lesions and adenocarcinoma. In addition, the clinical
data of the patients also presented significant differences with the two polymorphisms
analyzed. Thus, our data suggest that IL-10 and TNF-a gene can be used as molecular markers
in patients predisposed to the screening cervical disease.
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Table 1. Sequence of primers used in the study

Primer

Sequence Sense

Antisense Sequence

Reference

IL-10 -1082 A

IL-10 -1082 G
TNF-0-308 G
TNF-0-308 A

5- ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3’

5- CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3"
S-ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3'
S-AATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3'

5- CAGTGCCAACTGAGAATTTGG-3

S-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'

Crilly et al. (2003)

Perrey et al. (1999)
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Table 2. genotypic and allelic distribution of the polymorphism of the promoter region of the IL10 (-1082 A / G) in patients with cervical lesion,

patients with adenocarcinoma and healthy control.

IL10 Promoter Group 1 Group 2 Group 3 x> P (Value) OR (95% ClI) pP*
-1082 n=168 (%) n= 72 (%) n=169 (%)
Genotype
AA 36 (21,5) 14 (19) 28 (16,57) Reference
6,158 (0,0131)>  0,4885 (0,2760 - 0,0195)*>  0,0195°
GA 76 (45.2) 20 (28) 121 (71.6) 7,844 (0,0051)°  0,3306 (0,1490 - 0,7336)" 0,01°
4,687(0,0304)° 2,1778 (1,0703 - 4,4311)*  0,0470°
GG 56 (33,3) 38 (53) 20 (11,83) 10,109 (0,0015)" 3,8 (1,6413 - 8,7979)° 0,0029°
1,294 (0,2554)° 0,7281 (0,421 - 1,2595)*  0,3180°
ANGGGA 36/132 14/58 28141 0290 (059)° 08227 (0,4042 - 1,6745)°  0,7239"
Allele
A 148 (44,0) 48 (33,3) 177 (52,37) Reference
4,671 (0,0307)° 11,3965 (1,0312 - 1,8912)*  0,0372
G 188 (56,0) 96 (66.7) 161 (47.63) 14,698 (0,0001)°  2,1988 (1,4637 - 3,3031)°  0,0002°

& Comparative results between the group of patients with cervical lesions and the control group

® Comparative results between the group of patients with adenocarcinoma and the control group

+* —Chi squared test; P value de x% OR — Odds ratio; CI —Confidence Interval; P* — P value de odds ratio

Characteristics in bold show significant values



Table 3. genotypic and allelic distribution of the polymorphism of TNF-a promoter region (-308 G / A) in patients with cervical lesions

(Group 1), patients with adenocarcinoma (Group 2) and control patients

i Group 1 Group 2 Group 3 2 0 -
TNF Of ?)ngmoter h=168 (%) n=172 (%) n=169 (%) x“P (Value) OR (95% CI) P
Genotype
GG 103 (61,3) 44 (61,1) 95 (56,21) Reference
2.07 (0.1502)? 0,7229 (0,4644 - 1,1254) 0,1847?
GA 58 (34.5) 26 (36,1) 74.(43,79) 0.898 (0.3433)"  0.7586 (0,4281 - 1.3444)" 0,4217"
AA 7(4,2) 2(2,8) - No analysis
0.903 (0.342)? 0,8102 (0,5247 - 1,2510) 0.401°
COIGA+AA 103/65 44/28 95/74 0496 (0.4812)°  0.8170 (0.4653-1.4344)° 05741
Allele
G 264 (78,6) 114(79,2) 264 (78,1) Reference
0.021 (0.8835)* 0.9730 (0.6744 - 1.4038)° 0.9577°
A 72 (21,4) 30 (20,8) 74 (21,9) 0.067 (0.7956)° 0.9388 (0.5823 - 1.5138)" 0.8902"

& Comparative results between the group of patients with cervical lesions and the control group

® Comparative results between the group of patients with adenocarcinoma and the control group

+* —Chi squared test; P value de x% OR — Odds ratio; CI —Confidence Interval; P* — P value de odds ratio
Characteristics in bold show significant values
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Table 4. Distribution of genotype polymorphism of the promoter of the IL-10 gene region (-1082 A / G) in patients with cervical lesions and

socio-behavioral characteristics.

socio-behavioral n=168 crowp 2 (P Value) OR (95%IC) p*
characteristics - X
AA (n) AG+GG (n)
y 49 25 24
Age> 35 years : 119 " 108 35,979 (<0,0001) 0,0978 (0,0424-0,2255) <0,0001
Age of first sexual y 116 26 90
intercourse <18 years o 59 10 42 0,543 (0,4616) 0,8242 (0,3644-1,8681) 0,3937
. y 85 19 66
Above 3 pregnancies 0 g3 17 66 0,087 (0,7676) 0,8947 (0,4278-1,8715) 0,9144
: 1 y 83 19 64 ]
Using ACO 0 85 17 68 0,209 (0,6479) 0,8421 (0,4026-1,765) 0,7882
y 50 14 36 )
Smoker 0 118 99 96 1,826 (0,1766) 0,5893 (0,2723-1,2751) 0,252
African derivation y o8 8 >0 3,067 (0,0799) 2,1341 (0,9023-5,0477) 0,1203
n 110 28 82 ’ ’ ’ ’ ' '
. y 24 4 20
CT-positive o 144 32 119 0,377 (0,5392) 1,4286 (0,4554-4,4810) 0,7298

! Oral contraceptive

+* —Chi squared test; P value de x% OR — Odds ratio; CI —Confidence Interval; P* — P value de odds ratio

Characteristics in bold show significant values
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Table 5. Distribution of genotype polymorphism of the promoter region of the TNF-a gene (-308 G / A) in patients with cervical lesions and

socio-behavioral characteristics

socio-behavioral Group 1
characteristics n=168 v* (P Value) OR (95%IC) p*
GG (n) AG+AA (n)
Y 93 49 44
Age> 35 years N 75 54 21 6,528 (0,0106) 2,5714 (1,3545-4,8815) 0,0057
Age of first sexual Y 99 44 55
intercourse <18 years N 69 59 10 28,903 (<0,0001) 6,6224 (3,0571-14,3458) <0,0001
: Y 80 45 35
Above 3 pregnancies 0 88 58 30 1,648 (0,1992) 1,5037 (0,8057-2,8066) 0,2605
Using ACO* ?]/ 2% gg 23 0,277 (0,5986) 14,1797 (4,6013-43,6973) <0,0001
y 47 18 29
Smoker 0 121 g5 36 14,568 (0,0001) 3,8040 (1,8786-7,7030) 0,0003
African derivation y 60 22 38 18,577 (<0,0001 5,1818 (2,6194-10,2510 <0,0001
n 108 81 27 577 (<0,0001) 1818 (2, ,2510) ,
. y 36 16 20
CT-positive " 132 87 45 5,494 (0,0191) 2,4167 (1,1422-5,1134) 0,0315

! Oral contraceptive

+* —Chi squared test; P value de x% OR — Odds ratio; CI —Confidence Interval; P* — P value de odds ratio

Characteristics in bold show significant values
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