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Resumo 

O câncer cervical (CC) é o segundo tipo de câncer mais comum a afetar 

mulheres em todo mundo. O Papillomavírus humano (HPV) é encontrado em 

99% dos casos de CC e a infecção por esse vírus é considerado um fator de 

risco para o desenvolvimento do câncer. Muitos estudos tem demonstrado uma 

relação entre polimorfismos nos genes de citocinas e doenças infecciosas. 

Polimorfismos nos genes da Interleucina-6 (IL-6) e o Fator de Crescimento 

Transformador (TGF) β1, importantes mediadores do sistema imunológico, tem 

sido associados com níveis séricos elevados destas citocinas e no 

desenvolvimento de muitas doenças e tipos de cânceres. O objetivo desse 

estudo foi verificar se o SNP -174G/C do gene da IL-6 e T869C e G915C do 

gene do TGF-β1 estão relacionados com o desenvolvimento de Neoplasias 

Intraepiteliais Cervicais (NIC). 115 amostras de pacientes saudáveis e 115 de 

pacientes com lesões foram analisadas. As análises dos SNP foram realizadas 

através do sequenciamento automático de DNA utilizando o “MEGABACE 

1000”. Os genótipos do polimorfismo -174G/C da IL-6 que possuem pelo 

menos um alelo C parecem estar envolvidos no desenvolvimento de NIC 

induzida pelo HPV (p=0.05232). Nenhuma diferença significativa foi encontrada 

entre as frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos da TGF-β1 nos 

dois grupos analisados. Além disso, polimorfismos nos genes da IL-6 e TGF-β1 

não estão envolvidos na progressão do CIN. Este estudo sugere que o 

polimorfismo -174G/C do gene da IL-6 pode ser usado como um gene 

marcador da susceptibilidade a infecção pelo HPV, mas não como um 

marcador de progressão de NIC na população Pernambucana. 

 

Palavras chave: HPV, IL-6, TGF-β1, Neoplasia Intraepitelial cervical, 

Sequenciamento de DNA 



 
 

 

Abstract 

Cervical cancer (CC) is the second most frequent cancer type that affects 

women worldwide. Human Papillomavirus (HPV) is founded in 99% of the cases 

of CC and the infection for this virus is considered a risk factor for cancer 

development. Many studies have been showed a relationship between cytokine 

genes polymorphisms and infectious diseases. Polymorphisms at genes of 

Interleukin-6 (IL-6) and Transforming Growth Factor (TGF) β1, important 

mediators of immunologic system, has been associated with high serum levels 

of that cytokines and on the development of many diseases and cancer types. 

The purpose of this study was verify if the SNP -174G/C of IL-6 gene and 

T869C and G915C of TGF-β1gene are related with the development of cervical 

intraepithelial neoplasia (CIN). 115 samples of health patients and 115 patients 

with lesions were analyzed. The SNP analysis was performed trough DNA 

sequencing using “MEGABACE 1000”. Genotypes of IL-6 -174G/C that had at 

least one C allele seems to be involved in the development of CIN induced by 

HPV (p=0.0532). No significant differences were founded between allelic and 

genotypic frequencies of TGF-β1 polymorphisms in two groups analyzed. 

Moreover, polymorphisms of IL-6 and TGF-β1 genes are not involved on the 

progression of CIN. This study suggest that the -174G/C polymorphism of IL-6 

could be used how a gene marker of HPV susceptibility but no how a 

progression marker at Pernambuco population. 

 

Key words: HPV, IL-6, TGF-β1, cervical intraepithelial neoplasia, Sequencing of 

DNA 
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Revisão Bibliográfica 

1. Papillomavírus 

Papillomavírus (latim papila - projeção ou saliência em forma de mamilo, 

e da desinência – oma, usada pelos antigos médicos gregos para designar as 

tumorações ou os entumescimentos). Os papillomavírus causam lesões 

epiteliais tanto em humanos quanto em animais, sendo encontrados em mais 

de vinte diferentes espécies de mamíferos, aves e répteis. A infecção por estes 

vírus são espécie-específicos. [1, 2). 

 Os Papillomavirus foram originalmente agrupados juntos com os 

polyomavirus em uma única família, a Papovaviridae. Isto aconteceu baseado 

em similaridades como, capsídeos não-envelopados e o genoma composto de 

uma única molécula de DNA fita-dupla. Posteriormente reconheceu-se que os 

dois grupos de vírus possuíam diferentes tamanhos e organização 

completamente diferente dos genomas e não possuíam similaridade na maioria 

das sequencias de nucleotídeos ou sequencias de aminoácidos, e, por isso, 

foram oficialmente reconhecidos pelo – The International Committee on the 

Taxonomy of Viruses (ICTV) – como duas famílias separadas, A 

Papillomaviridae e Polyomaviridae [3]. 
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1.1 Tipos de HPV 

 Por causa da sua importância médica, os HPV têm sido extensivamente 

estudados, e mais de 100 diferentes tipos já foram identificados. Os genótipos 

são nomeados pela abreviação HPV seguida de um número que é dado 

sequencialmente, à medida que diferentes tipos são descobertos [4]. 

 A classificação em genótipos ou tipos baseia-se na comparação de 

sequências de nucleotídeos do gene L1 dos diversos HPV. Cada tipo de HPV 

difere dos outros em pelo menos 10% na sequência de nucleotídeos de L1. 

Quando a diferença na sequência desse gene varia entre 2 a 10%, o isolado é 

considerado subtipo. Se a divergência for menor que 2%, fala-se em variante 

do tipo [5]. 

 Os papillomavírus são perfeitamente adaptados ao seu hospedeiro 

natural, e possuem tropismo específico por células epiteliais escamosas da 

pele e mucosas, ao qual utilizam a maquinaria celular em benefício próprio. 

Dos mais de 100 genótipos de HPV já caracterizados, cerca de 30 infectam a 

mucosa do trato urogenital e anal, podendo causar lesões tanto benignas, 

quanto malignas [2]. 

 Os HPV mucosotróficos podem ser categorizados em baixo risco, como 

por exemplo, HPV 6, 11, 42, 43 e 44, ou alto risco, exemplo, HPV 16,18, 31, 

33, 45, 58, de acordo com o seu potencial oncogênico [6, 7]. Os HPV de baixo 

risco estão presentes na maioria das infecções clinicamente aparentes como 

tumorações benignas, verrugas ou condilomas acuminados. Já condições 
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malignas, que aparecem na forma subclínica, como NIC e o carcinoma invasivo 

estão associados aos HPV de alto risco [8]. 

  Os HPV 16 e 18 são os tipos mais prevalentes, sendo encontrados em 

mais de 70% das amostras de câncer cervical no mundo, por isso, são 

considerados os principais causadores desta doença e das lesões precursoras 

[9]. 
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1.2 Componentes virais e propriedades físicas 

 Papillomavirus são vírus pequenos, não envelopados e icosaédricos que 

possuem um diâmetro de 52-55nm. As partículas virais consistem de uma 

única molécula de DNA fita dupla de aproximadamente 8000 pares de base 

(bp) ligadas a proteínas histonas. Este material está contido em um capsídeo 

proteico composto de 72 capsômeros pentâmeros. O capsídeo contêm duas 

proteínas estruturais – late (L)1 (tamanho de 55kda; 80% das proteínas virais) 

e L2 (70kda) – as quais são codificadas pelo vírus. O virion intacto tem 

densidade de 1.34g/mL em cloreto de césio e um coeficiente de sedimentação 

de 300 [10, 11]. 



16 
 

 

1,3 Genoma, proteínas e ciclo de vida 

 Os genomas de todos os tipos de HPV contém aproximadamente oito 

ORFs. Essas ORFs podem ser divididas em três partes funcionais: A região 

early (E) que codifica proteínas (E1-E7) necessariamente para replicação; a 

região late (L) que codifica proteínas estruturais (L1 – L2) que são necessárias 

para a montagem do vírion; e uma grande região não codificante que é 

conhecida long control region (LCR) (figura 1), a qual contém elementos cis, 

que são necessários para a replicação e transcrição do DNA viral. As proteínas 

virais E são transcritas através do promotor “early” enquanto as proteínas L são 

transcritas, principalmente, através do promotor “late” [12]. 

Por razões desconhecidas, a infecção pelo HPV tende a causar câncer 

em áreas referidas como “zonas de transformação”. Nestas áreas, são onde 

ocorre um processo chamado de metaplasia, em que um epitélio foi ou está 

sendo gradualmente substituído por outro. A cérvice e o ânus são exemplos de 

tecidos que contém essas zonas de transformação aos quais estão mais 

propensos ao processo de carcinogênese do HPV. No caso da cérvice, a zona 

de transformação é a área onde o epitélio colunar está sendo, ou foi substituído 

pelo epitélio escamoso metaplásico [13]. 

 O ciclo de vida produtivo dos HPV está diretamente relacionado à 

diferenciação celular epitelial. Tem sido sugerido, que para manutenção da 

infecção, o HPV tem que infectar as células da camada basal, uma vez que 

estas são as únicas no epitélio escamoso que são capazes de se dividir [14]. 

Para que as partículas virais consigam chegar às células da camada basal, é 
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necessário que haja fissuras ou micro lesões no epitélio estratificado. Estas 

fissuras normalmente ocorrem como resultado, por exemplo, da atividade 

sexual [15]. 

As proteínas E1 e E2 do HPV atuam como fatores que reconhecem a 

origem de replicação; a proteína E2 é também o principal regulador da 

transcrição do gene viral. Acredita-se que a proteína E4 está envolvida nos 

estágios finais do ciclo de vida do vírus e E5 pode funcionar tanto na fase 

precoce quanto na fase tardia. As proteínas E6 e E7 tem como alvo um número 

de reguladores negativos do ciclo celular, primariamente p105Rb e p53, 

respectivamente. Durante o ciclo viral, E6 e E7 facilita a manutenção estável 

dos episomas virais e estimula a diferenciação das células fazendo com que 

elas entrem novamente na fase S. As proteínas L1 e L2 montam os 

capsômeros, formando capsídeos icosaedricos em torno do genoma viral 

durante a geração da progênie de virions [12]. 

Um subconjunto de HPV mucosotrópicos pertencentes ao gênero alpha, 

incluindo os tipos de HPV de alto risco 16 e 18, estão associados com mais de 

99% dos casos de câncer cervical [16]. Nesses canceres, o genoma do 

papillomavirus encontra-se frequentemente integrado ao cromossomo do 

hospedeiro [17, 18, 19]. Células epiteliais cervicais que tem integrado ao seu 

genoma o DNA do HPV 16 possuem uma vantagem de crescimento quando 

comparado a outros tipos de HPV contendo genoma viral na sua forma extra 

cromossomal. Esta vantagem de crescimento está associada com o aumento 

da expressão de dois genes virais em particular, E6 e E7 [20]. A expressão dos 

genes virais E6 e E7 é necessária para o crescimento contínuo de linhagens 

celulares derivadas do câncer cervical [21, 22]. Estes fatos suportam a hipótese 
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de que E6 e E7 causalmente relacionados ao início e manutenção de canceres 

cervicais humanos. Além disso, a expressão contínua dessas proteínas 

precoces pode levar a acumulação de mutações no genoma celular que são 

necessárias a carcinogênese [23] Tanto E6 quanto E7 cooperam para indução 

da transformação de células epiteliais [24], no entanto, um fenótipo totalmente 

maligno somente é observado após um cultivo prolongado de células 

transformadas [25, 26]. 

Na maioria das mulheres infectadas pelo HPV cervical, as lesões 

causadas pelo vírus não progridem ao câncer. Porém, em algumas mulheres, 

as lesões não regridem com sucesso, podendo persistir e progredir de 

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) 1, para NIC 2, NIC 3 e ao carcinoma 

invasivo [27]. Isto sugere que em torno do HPV que exerce um papel 

fundamental para a carcinogênese, orbitam outros fatores que influenciam 

direta ou indiretamente na instalação desse mecanismo no epitélio escamoso 

cervical [28].  

O câncer cervical é o tipo mais comum de câncer nos países em 

desenvolvimento e a principal causa de morte por câncer entre as mulheres. A 

estimativa de novos casos de câncer cervical por ano é de 525.000 [3]. O 

número de casos novos de câncer do colo do útero esperado para o Brasil no 

ano de 2012 será de 17.540, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 

mil mulheres [29]. Na América Central e na América do Sul a taxa de incidência 

é cerca de cinco vezes maior que na Europa Ocidental [30]. 

Além do câncer cervical, o DNA do HPV é encontrado em 

aproximadamente 10% de todos os cânceres humanos, bem como em 
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condições pré-cancerosas. Cerca de 26% dos cânceres de cabeça e pescoço 

estão ligados a infecção por HPV [31]. Enquanto que as infecções por HPV são 

comuns em todos os grupos sócio demográficos, alta prevalência foi 

encontrada entre mulheres não casadas, com baixo nível de escolaridade, que 

possuem baixa condição socioeconômica e que pertencem a certos grupos 

étnicos [32]. 
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2. A imunidade humana 

 A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes 

infecciosos e células transformadas, incluindo o câncer. Para a quase 

totalidade das doenças infecciosas, o número de indivíduos expostos à 

infecção é bem superior ao dos que apresentam doença, indicando que a 

maioria das pessoas tem condições de destruir esses microrganismos e 

impedir a progressão da infecção. Em contraste, as deficiências imunológicas, 

sejam da imunidade inata ou da imunidade adaptativa, são fortemente 

associadas com aumento de susceptibilidade a infecções [33].  

 O sistema de defesa dos humanos consiste em dois mecanismos de 

proteção: 1- Barreiras anatômicas e fisiológicas responsável por respostas 

rápidas, sendo filogeneticamente mais primitiva e não específica; 3- Imunidade 

adquirida, envolvendo uma resposta mais lenta, porém de longa duração, 

específica e capaz de gerar memória [34, 35]. 

 A resposta imune envolve, primeiramente, o reconhecimento do 

patógeno ou de outro material estranho e, em segundo lugar, a elaboração de 

uma reação com a finalidade de eliminá-lo do organismo. A imunidade inata 

age como nossa primeira linha de defesa contra infecções, e é um componente 

antigo na evolução da defesa do hospedeiro, pois está presente em todos os 

organismos multicelulares. Independentemente de contato prévio com 

imunógenos ou agentes agressores, a resposta inata não se altera [36].  

 As respostas imunes são mediadas por uma variedade de células e 

moléculas solúveis que estas secretam como resposta a eventos perigosos 

como patógenos e células transformadas. As principais células efetoras da 
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imunidade inata são: células dendríticas (CDs), macrófagos, eosinófilos, 

mastócitos, neutrófilos e células natural killer (NK). Os componentes humorais 

incluem proteínas do complemento, proteínas de fase aguda, citocinas, dentre 

outras [34].  

 As células da imunidade inata possuem limitado repertório de receptores 

que reconhecem moléculas altamente conservadas por vários microrganismos 

ou Padrões Moleculares Associados ao Patógeno (PAMPs), que são moléculas 

essenciais para a fisiologia e a sobrevivência deles. Os PAMPs são 

reconhecidos por Receptores de Reconhecimento de Padrões (RRPs), como 

os da família dos receptores toll-like (TLRs) [37, 38]. 

 A imunidade adquirida consiste em linfócitos T e B e seus mediadores 

humorais, incluindo citocinas e anticorpos. Em contraste com o limitado número 

de receptores para patógenos do sistema imune inato, o sistema imune 

adquirido possui um repertório extremamente diversificado de receptores, 

gerados aleatoriamente através de rearranjos somáticos nos genes [39]. 

 A resposta da imunidade adquirida à primeira exposição ao patógeno é 

lenta e demora geralmente cinco dias para expansão clonal dos linfócitos T e B 

antígeno-específicos. Porém, a imunidade adquirida é capaz de gerar memória 

imunológica, respondendo de forma mais rápida se houver uma segunda 

exposição ao patógeno [40]. 

 Através de manifestações de inflamação e morte ou dano celular, 

efetores celulares e humorais da imunidade inata são ativados e recrutados 

para o local. As CDs agem como células apresentadoras de antígeno (APCs), e 

se tornam ativadas ao encontrarem o agente infeccioso. Elas fagocitam, 

processam e expressam o antígeno em um receptor da superfície celular 



22 
 

chamado de complexo de histocompatibilidade principal de classe dois (MHC 

II), e depois apresentam o antígeno para os linfócitos. [41]. 

 Os linfócitos T utilizam seus receptores antígeno-específicos (TCRs) 

para reconhcer os peptídeos antigênicos ligados às moléculas do MHC. Os 

dois principais tipos de linfócitos T são indentificados pelos de marcadores de 

superfície da célula CD4 ou CD8. Os linfócitos T CD4+ reconhecem atígenos 

apresentados pelo MHC de classe II que são expressos por APCs; Os linfócitos 

T CD8+ reconhecem antígenos apresentados pelo MHC de classe I que são 

expressos por células infectadas que se marcam para ser o alvo da 

citotoxidade destes linfócitos [33]. 

 Os linfócitos T CD8+ possuem atividade citotóxica, como citado 

anteriormente, enquanto os linfócitos T CD4+ possuem função de regulatória 

da atividade de outras células através da secreção de mediadores solúveis 

chamados de citocinas. Os linfócitos T CD4+ podem ser divididos em dois 

tipos, de acordo com o perfil de secreção de citocinas [42]:  

• Th1: Secreta a interleucina 2 e o interferon gama que facilita a resposta 

mediada por células, incluindo a ativação de macrófagos, células NK e 

linfócitos T CD8+, auxiliando-os na destruição de patógenos 

intracelulares 

• Th2: Secreta as interleucinas 4, 5, 6 e 10, que ajudam na diferenciação 

dos linfócitos B em plasmócitos e na secreção de anticorpos. 

As citocinas têm um papel central na imunidade, pois elas determinam 

que tipo de resposta a ser dada para fornecer uma ótima proteção ao 

hospedeiro contra agentes infecciosos particulares [33]. 
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2.1 Citocinas  

 As citocinas são um diversificado grupo de proteínas ou glicoproteínas 

solúveis que fazem parte de uma rede de sinalização, mediando interações 

entre células. Elas podem ser agrupadas em várias subfamílias: Interleucinas 

(numeradas de IL-1 a IL-26), interferons (IFNs), fatores estimuladores de 

colônia (CSFs), fatores de necrose tumoral (TNFs), fatores de crescimento 

(TGF) e quimiocinas. Esta nomenclatura é um pouco arbitrária, pois as 

citocinas possuem múltiplas funções, podendo várias ter ações semelhantes, 

de modo que existe uma redundância em pelo menos alguns de seus papéis 

[43, 44]. 

  As citocinas são liberadas por provavelmente todas as células humanas 

em concentrações diminutas, formando importantes proteínas “mensageiras” 

solúveis. Atuam geralmente em pequenas distâncias, de maneira autócrina 

(agindo sobre as próprias células) ou parácrina (agindo sobre células 

próximas), com exceção de uma minoria que pode ter uma ação sistêmica, 

como a IL-6. Elas interagem com receptores específicos das células ligados a 

um segundo mensageiro intracelular, ao qual estabelece uma cascata de 

reações que leva à indução ou à inibição da transcrição de inúmeros genes por 

vias de sinalização celular [43, 44]. 

 Diferente dos hormônios endócrinos que são produzidos diariamente 

com a finalidade de assegurar o funcionamento eficiente dos órgãos, a 

produção de citocinas é transitória e rigorosamente controlada. Elas têm um 

papel fisiológico na restauração da função normal dos tecidos, quando estes 
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são submetidos a desafios importantes ou mudanças, como em eventos que 

ocorrem normalmente durante infecções ou traumas [43]. 

  Assim, além de terem um papel importante na defesa e reparação dos 

tecidos, as citocinas também têm a função de controlar as respostas da 

imunidade inata e adquirida, incluindo: inflamação, defesa contra infecções 

virais, proliferação e controle das funções diferenciadas dos linfócitos T e B. 

 O estímulo clássico para a produção de citocinas é através da interação 

dos PAMPs com os receptores Toll-like das células da imunidade inata. Estes 

receptores irão desencadear uma cascata de sinais intracelulares, e resulta na 

transcrição de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α que são 

capazes de induzir a inflamação [45]. 

 Embora a inflamação seja um processo auto limitado que atua na defesa 

do organismo contra infecções ou danos, a resolução inadequada das 

respostas inflamatórias geralmente leva a doenças crônicas, incluindo o câncer 

[46]. Extensivos estudos sobre polimorfismos genéticos têm sido descritos, e 

em muitos casos, estes polimorfismos aumentam os níveis das citocinas que 

induzem a inflamação, estando ligado a uma variedade de doenças [47]. 



25 
 

 

2.2 Interleucina-6 

Interleucina-6 (IL-6) ou Interferon Beta-2 (IFNB2) (número OMIM 

147620), uma glicoproteína 212 aminoácidos, é uma citocina pleiotrópica 

imunoregulatória que ativa a maquinaria de sinalização da superfície celular 

composta de IL-6, IL6RA e o sinalizador compartilhado gp130 [48]. É produzida 

por uma variedade enorme de células, e desempenha um papel central na 

defesa do organismo. Esta citocina está envolvida em diferentes processos 

fisiológicos e patofisiológicos, tais como, metabolismo ósseo, hematopoese, 

diferenciação e/ou ativação de macrófagos e células T, crescimento e 

diferenciação terminal das células B, síntese de CP (proteína C-reativa) e 

carcinogênese [49, 50] (DIEHL, 2002; ASSCHERT, 1999). 

 A expressão da IL-6 é induzida como uma resposta a estímulos 

inflamatórios de IL-1 e TNF-α [51]. Por sua vez, a IL-6 induz quimiocinas e 

aumenta o número de moléculas de adesão nas células endoteliais, 

colaborando na geração de respostas inflamatórias [52]. Além disso, a IL-6 

também modula a expressão de genes envolvidos na progressão do ciclo 

celular e inibição da apoptose [53]. 

 A presença da IL-6 nos tecidos não é uma ocorrência anormal, mas sua 

produção sem controle leva a uma inflamação crônica subsequente, sendo 

elevados níveis desta citocina associado com o desenvolvimento de diversas 

doenças malignas incluindo diferentes tipos de câncer [54, 55]. A IL-6 é um 

fator de crescimento para o mieloma múltiplo, carcinoma de células renais, 

linfomas não-Hodgkin, câncer de bexiga e câncer coloretal [56], também 
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atuando conjuntamente com outras citocinas na produção de outros sinais 

promotores de tumor [57, 58]. 

Resultados experimentais sugerem que este papel se dá pela regulação 

aumentada da expressão de receptores de adesão em células endoteliais, tais 

como Molécula de adesão intercelular-1 e Molécula de adesão de leucócitos-1, 

e pela estimulação da produção de fatores de crescimento, tais como, fator de 

crescimento de hepatócitos e fator de crescimento endotelial vascular [59, 60, 

61]. Muitos estudos clínicos encontraram que, em diferentes tipos tumorais, um 

alto nível sérico da IL-6 esteve associado com o avanço no estado da doença 

[62, 63, 64, 65] e com um mau prognóstico [62, 66, 67]. 

 O gene da IL-6, localizado em humanos no braço curto do cromossomo 

7 (7p21), apresenta um polimorfismo de base única (SNP) na região promotora 

(-174 G/C) o qual parece estar associado com variações na expressão da IL-6 

e nos níveis séricos [68]. Aumento nos níveis de citocina ocorreram no 

genótipo GG tanto em estudos “in vitro” quanto em estudos “in vivo” [68, 69; 

70], embora alguns autores descrevam valores aumentados para o genótipo 

CC [71, 72]. No entanto, é importante levar em consideração que a IL-6 tem 

uma meia-vida curta e os ensaios envolvendo a mesma são complexos [73]. 

  Este SNP também está associado com o prognóstico de câncer gástrico 

[74], carcinoma de células renais [75] e câncer de próstata [76]. No câncer 

cervical, a IL-6 parece estar envolvida na progressão do tumor e metástase [74, 

77]. 
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2.3 Fator de Crescimento Transformador  

O fator de crescimento transformador β1 (TGF-β1), localizado no 

cromossomo 19 (19q13), é uma molécula fundamental de homeostase entre o 

crescimento celular e a apoptose. O balanço entre proliferação celular, 

sobrevivência e morte celular é central para muitos processos fisiológicos e sua 

desregulação pode induzir doenças. Enquanto o excesso de apoptose é 

observado em doenças crônicas degenerativas e imunodeficiência, apoptose 

insuficiente pode participar em processos cancerígenos e de autoimunidade. 

Ademais, apoptose é um processo crítico na seleção de células T no sistema 

imune [78]. 

De acordo com a ideia de que TGF-b pode atuar como um promotor 

tumoral, mRNA TGF-b1 aumentado ou expressão de proteínas em células 

tumorais e/ou seus níveis plasmáticos têm sido correlacionados com 

progressão tumoral aumentada, em câncer coloretal, carcinoma gástrico, 

câncer pulmonar e câncer de próstata [79, 80, 81, 82]. Níveis de TGF-b no soro 

são significativamente maiores em pacientes com câncer de pulmão ou câncer 

coloretal que tiveram metástase para os linfonodos [79, 80]. Além disso, 

imunomarcação de TGF-b mostra ser forte no local de invasão de linfonodos 

(metástase) comparado com o sítio primário do tumor em câncer coloretal e de 

mama [82, 83]. Tumores primários que sofreram metástase tem uma marcação 

mais forte do que aqueles que não sofreram, e a metástase também exibe forte 

marcação de TGF-b. Esta é uma forte evidência que sugere que o TGF-b é um 

importante fator que promove a metástase em fases tumorais tardias. Esse fato 

está correlacionado com a habilidade do TGF-b em induzir a transição epitelial 
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– mesenquimal (EMT), invasão e migração tanto de células não transformadas 

como de células tumorais in vitro [85, 86]. Altos níveis de TGF-b em tumores 

também têm sido correlacionados com angiogênese. A expressão de TGF-b é 

associada com alta densidade vascular em câncer de próstata [84] e altos 

níveis plasmáticos de TGF-b em pacientes com carcinoma hepatocelular está 

correlacionado com a vascularização tumoral [87]. 

O gene da TGF-β1 possui muitos polimorfismos, incluindo 988 C/A, 800 G/A e 

509 C/T na região promotora, inserção (C) na região não traduzida e C263T, 

T869C, G915C na região codificante [88]. Entre eles, três polimorfismos: 509 

C/T, T869C e G915C tem sido associados com o nível sérico de TGF-β1 [89, 

90]. O SNP T869C está localizado no códon 10 do exon 1 e resulta numa 

mudança da leucina para prolina, enquanto o SNP G915C está localizado no 

códon 25 e resulta numa mudança de arginina para prolina. Estudos têm 

mostrado que o alelo variante C do SNP T869C e o alelo selvagem G do SNP 

G915C estão associados com um aumento na produção do TGF-β1 [89, 91, 

92]. Esses polimorfismos estão ligados a uma grande variedade de doenças e 

cânceres humanos, tais como o câncer de mama, câncer cervical, câncer de 

pulmão e câncer gástrico [93, 94, 95, 96]. 
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Abstract 

Cervical cancer (CC) is the second most frequent cancer type that affects 

women worldwide. Human Papillomavirus (HPV) is founded in 99% of the cases 

of CC and the infection for this virus is considered a risk factor for cancer 

development. Many studies have been showed a relationship between cytokine 

genes polymorphisms and infectious diseases. Polymorphisms at genes of 

Interleukin-6 (IL-6) and Transforming Growth Factor (TGF) β1, important 

mediators of immunologic system, has been associated with high serum levels 

of that cytokines and on the development of many diseases and cancer types. 

The purpose of this study was verify if the SNP -174G/C of IL-6 and T869C and 

G915C of TGF-β1gene are related with the development of cervical 

intraepithelial neoplasia (CIN). 115 samples of health patients and 115 patients 

with lesions were analyzed. The SNP analysis was performed trough DNA 

sequencing using “MEGABACE 1000”. Genotypes of IL-6 -174G/C that had at 

least one C allele seems to be involved in the development of CIN induced by 

HPV (p=0.0532). No significant differences were founded between allelic and 

genotypic frequencies of TGF-β1 polymorphisms in two groups analyzed. 

Moreover, polymorphisms of IL-6 and TGF-β1 genes are not involved on the 

progression of CIN. This study suggest that the -174G/C polymorphism of IL-6 

could be used how a gene marker of HPV susceptibility but no how a 

progression marker at Pernambuco population. 

 

Key words: HPV, IL-6, TGF-β1, cervical intraepithelial neoplasia, Sequencing of 

DNA 
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1. Introduction 

Cervical cancer represents a significant public health problem. Worldwide, 

cervical cancer has a great impact, every year about 525,000 new cases are 

expected and 275,000 deaths are reported [1]. In Brazil, the cervical cancer is 

the second type of cancer more frequent between women. Around 17,540 new 

cases of this cancer are expected for 2012 which will represent 9.3% of cancer 

types [2]. 

Infections with oncogenic types of human papillomavirus are responsible for, 

virtually, all cases of cervical cancer and precancerous intraepithelial lesions [3]. 

Besides of cervical cancer, HPV-DNA has been found in about 10% of all types 

of human cancer as well in precancerous conditions. Around 26% of head and 

neck cancers are linked with the HPV infections [4].  

Although the incidence of HPV infections is high, the most part of these 

infections are transient and not lead to CIN or cancer, suggesting that other 

factors such as immunity and host genetic factors influence the risk of 

development of this disease [5].  

Natural polymorphisms or genetic variations between individuals in genes 

related to immunity have been reported how important on the susceptibility to 

several diseases and could be interesting on the identification of susceptibility 

factors for HPV infection persistence and on the identification of susceptibility 

factor for the carcinoma [6]. 

Local immune response seems to play an important role on the natural history 

of HPV infection on uterine cervix. Cytokines are important regulators of the 

HPV transcription [7]. Furthermore, they have an important role on the defense 

against HPV infection, modulating the viral replication and polarizing the Th1 

and Th2 response [8]. 

The Interleukin-6 (IL-6) gene, located on the short arm of the human 

chromosome 7 (7p21), present a single nucleotide polymorphism (SNP) on the 

promoter region (-174 G/C) (rs1800795) which seems to be associated with 

variations on the expression of IL-6 and on the serum levels [9]. This SNP is 

associated with a bad prognosis of gastric cancer [10] renal cells carcinoma [11] 
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and prostate cancer [12]. On the cervical cancer, the IL-6 seems to be involved 

on tumoral progression and metastasis [10, 13]. 

Transforming growth factor β1 (TGF-β1) is a fundamental molecule of 

homeostasis between cellular growth and apoptosis, located on the long arm of 

the human chromosome 19 (19q13) [14]. TGF-β1 has many polymorphisms, 

including -988 C/A, 800 G/A, and 509 C/T on the promoter region, an insertion 

(C) on the non-transcript region, and C263T, T869C, and G915C on the coding 

region [15]. The T869C (rs1982073) single nucleotide polymorphism (SNP) is 

located at codon 10 of exon 1 and results in a leucine-to-proline change, 

whereas G915C (rs1800471) is located at codon 25 and results in an arginine-

to-proline change. Studies have shown that the variant C allele of T869C is 

associated with increased production of TGF-β 1 [16, 17] (DUNNING, 2003; 

KAKLAMANI, 2005), whereas it is the wild-type G allele of G915C that is 

associated with increased production of TGF-β 1 [18] (AWAD, 1998). 

Furthermore, Circulating levels of TGF-β1 have been associated with several 

diseases, including cancer [19, 20, 21]. 

How fewer studies have been made associating SNP of the Interleukin-6 and 

Transforming growth factor with the progression of precursor lesions that lead to 

cervical cancer, our objective is evaluate if this polymorphisms are associated 

with the development and the progression of cervical intraepithelial neoplasia. 
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2. Materials and Methods 

2.1 Patients 

115 Brazilian women treated in the Centro de Saúde da Mulher from the 

Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) at 

Pernambuco and who had some type of cervical injury. The samples were 

collected from the cervical scrape, with the aid of appropriate brushes such as 

"cytobrush". After collected the brushes were immediately placed in 

maintenance buffer containing 1.5 mL of TE buffer (Tris-HCl 10mM and EDTA 

1mM at pH 8.0) and stored at a temperature of -20º C. Data from this group 

were compared with those 115 Brazilian health women which were tested and 

presented negative for HPV infection. The study was previously approved by 

the local Research Ethics Committee (No. 355/08), and all the included patients 

agreed to participate by signing the Term of Consent. 

2.2 HPV detection  

All samples were tested for HPV infection using primers consensus following 

the described for [22]. 

2.3 Molecular genotyping 

The samples were amplified for IL-6 as described for [23] and for the two 

regions of TGF-β1 as described for [24]. After the amplification the amplicons 

were submitted to sequencing reaction using “DyEnamic ET Dye Terminator 

Cycle” sequencing kit (GE Healthcare) according to manufacturer’s 

recommendations and were sequenced at "MegaBACE 1000 DNA Sequencer”. 

2.4 Statistical Analysis  

Genotypic and Allelic frequencies of IL-6 and TGF-β1 were compared by χ2 and 

fisher tests using the software Bioestat 5.0 [25] 
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3. Results 

The samples were classified according to lesion grade showed with exception 

of just two samples, that were removed for the CIN analysis. 

The populations of patients and controls, including the populations subgroups 

classified according to lesion grade, were in Hardy-Weinberg equilibrium for the 

all polymorphisms analyzed. 

The polymorphisms T869C and G915C of TGF-β1 gene not showed significant 

differences on the allelic and genotypic frequencies between the patients and 

control group (p=0.9242/0.9252 and p=0.4697/1.000, respectively). No 

relationships were founded between the grades of cervical intraepithelial lesions 

and the polymorphisms of TGF-β1 (Table 1 and 2). When analyzed the 

haplotypes no significance difference were founded too. The haplotype TC just 

appear one time on control group and not appear on patients and seems to be 

rare on the Pernambuco population (Table 3). 

The polymorphism -174G/C of the interleukin-6 gene not showed significant 

difference of allelic and genotypic frequencies (p=0.1116/0.1690) between 

control and patients groups (Table 4). However, when we combined the 

genotypes that carrier at least one G allele, the difference of that genotypes 

showed significant difference (p=0.0532) (Table 4). No difference was observed 

when compared the different grades of CIN. 
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4. Discussion 

The production and release of IL-6 by transformed cells results on autocrine 

and paracrine induction of prometastatic genes and, subsequently, lead to 

prolonged proliferation and survive of cancer squamous cells [26]. Therefore, 

clinical studies in patients with cervical cancer have been demonstrated that 

high serum levels of IL-6 are associated with a worst outcome [27] 

Our study have demonstrated that the genotypes that carry at least one G 

allele, on the polymorphism -174G/C of IL-6 gene, could be associated with the 

risk of development of cervical intraepithelial neoplasia induced by HPV. That 

result could be related with the fact that in vivo and in vitro studies have been 

demonstrated that the presence of G allele on the genotypes lead to an 

increase of IL-6 production that could create a microenvironment favorable to 

lesions development [9, 28-31]. 

Previous studies relating the polymorphism -174G/C of IL-6 and cervical cancer 

have been reported contradictory results. A study realized at Austria did not 

observed significant difference between patients group and control group [32]. 

On study realized in São Paulo, southeast of Brazil, was observed significant 

difference between patients and controls, nevertheless, the authors related the 

risk of cervical cancer development to the presence of C allele [33]. 

These contradictions between the results founded can be explained for the 

characteristics of the populations studied. The allelic and genotypic frequencies 

of our study varied widely between the populations of the two studies previously 

cited and the populations studied by the HapMap project [34] (Table 5). Only 

the population of Tuscan on Italy, when compared the genotypic frequency, and 

the populations of São Paulo (Brazil) and Mexicans ancestrally on United 

States, when compared allelic frequencies, did not show significant differences. 

This result is related with the fact that allelic and genotypic frequencies vary 

between the populations worldwide, were one polymorphism could influence in 

a population and in other no. Moreover the Pernambuco population is 

composed by an admixture of 40% whites, 40% Afro-Americans and 20% 

amerinds [35]. 
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TGF- β 1, produced by virtually every cell in the body including epithelial cells, is 

involved in immunosuppression, regulation of cell cycle progression, tumor 

suppression and progression, angiogenesis, and metastasis [36-39]. As a 

member of antigen-specific T cells (termed Th3), TGF-β1 is capable of 

suppressing Th1 and Th2 responses [40]. Promotion of imbalances in Th1 and 

Th2 cytokine levels by Th3 cells may aid in the persistence of viral infections.  

Our study not founded any relationship between the polymorphisms of TGF-β1 

and the risk of lesions induced by HPV neither on the progression of precursor 

lesions of cervical cancer. Previous studies showed to be controversy in their 

results. Comparison between that polymorphisms and the development of 

cervical cancer not showed any relation on the Zimbabwe population, Africa 

[41], and on the Shaaxi population, China neither [42]. But in study performed 

on Texas, United States, where was compared the susceptibility to HPV16 

infection and the polymorphisms used in our study the authors have observed 

that patients that carry at least one C allele on the T869C genotype had more 

risk to develop oropharynges cancer, while was not observed significant 

differences on the polymorphism G915C [43].  

The allelic frequencies of TGF-β1 polymorphisms vary according to the 

population studied, nevertheless our frequency showed quite similar to the 

Caucasian and Afro-American populations, corroborating with the description of 

our population made by Alves-Silva et al. [35] (Table 6). 
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5. Conclusion 

The polymorphism -174G/C of IL-6 gene may be involved on the susceptibility 

of the development of cervical intraepithelial lesions induced by HPV in 

Pernambuco population. Nevertheless, that polymorphism seems to not be 

associated with the progression of cervical intraepithelial neoplasia. The allelic 

and genotypic frequencies of that polymorphism is quite different of others 

populations. 

The polymorphisms G869C and T915C are not associated with susceptibility to 

infection neither with progression of lesions and the allelic frequencies of that 

polymorphism not fluctuate so widely as IL-6 polmorphism. 

Therefore, -174G/C polymorphism of IL-6 could be used how a gene marker of 

HPV susceptibility but not how a progression marker in Pernambuco population.  
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Tables 

Table 1. Genotypic and allelic frequencies of T869C polymorphism of TGF-β1 gene (rs1982073) 

in women with cervical intraepithelial lesion and health controls.  

 Controls Cases p-Value CIN I CIN II CIN III p-Value 

GENOTYPES        

TT 40 42  12 14 16  

TC 59 56  10 20 25  

CC 16 17 p=0.9252 2 7 7 p=0.6532

TT 40 42  12 14 16  

TC+CC 75 73 p=0.4453 12 27 32 p=0.3569

ALLELES        

T 139 137  34 48 57  

C 91 93 p=0.9242 14 34 39 p=0.3177
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies of G915C polymorphism of TGF-β1 gene (rs 

rs1800471) in women with cervical intraepithelial lesion and health controls.  

 Controls Cases p-Value CIN I CIN II CIN III p-Value 

GENOTYPES        

GG 104 108  22 38 46  

GC 11 7  2 3 2  

CC 0 0 p=1.0000 0 0 0 p=1.0000

GG 104 108  22 38 46  

GC+CC 11 7 p=0.2312 2 3 2 p=0.7496

ALLELES        

T 219 223  52 88 82  

C 11 7 p=0.4697 2 4 2 p=0.7810
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Table 3. Haplotype frequencies estimation of T869C (rs1982073) and G915C (rs1800471) 

polymorphisms of TGF-β1 gene. 

T869C G915C Control Group Patients Group p-value 

T G 0.5969 0.615  

C G 0.3509 0.354  

C C 0.0447 0.031  

T C 0.0075 0 p=1.000 
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Table 4. Genotypic and allelic frequencies of -174G/C polymorphism of IL-6 gene (rs 

rs1800795) in women with cervical intraepithelial lesion and health controls. 

 Controls Cases p-Value CIN I CIN II CIN III p-Value 

GENOTYPES        

GG 67 72  15 21 33  

GC 37 39  7 17 15  

CC 11 4 p=0.1690 1 2 1 p=0.6852 

GG + GC 104 111  22 38 48  

CC 11 4 p=0.0532 1 1 1 p=0.8895 

ALLELES        

G 171 183  37 59 81  

C 59 47 p=0.1116 9 21 17 p=0.3369 
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Table 5. Comparison of genotypic and allelic frequencies of the polymorphism of IL-6 gene 

(rs1800795) between population of Pernambuco, São Paulo, Austria and the populations 

studied by HapMap project. 

 GENOTYPES ALLELES 

 CC GC GG p-Value C G p-Value 

POPULATIONS        

PER 11 37 67  59 171  

SPA 3 102 148 p=0.0008 108 398 p=0.0629 

AUS 27 96 85 p=0.0114 150 266 p=0.0082 

ASW 0 11 46 p=0.0011 111 103 p=<0.0001

CEU 36 49 28 p=<0.0001 121 105 p=<0.0001

CHD 0 1 108 p=<0.0001 1 217 p=<0.0001

GIH 1 24 76 p=0.0026 26 176 p=0.0011 

MEX 0 20 38 p=0.0107 20 96 p=0.0990 

MKK 0 15 141 p=<0.0001 15 297 p=<0.0001

TSI 15 44 43 p=0.0595 74 130 p=0.0220 

PER: Pernambucanos, Brazil 

SPA: São Paulo, Brazil 

ASW: African ancestry in Southwest USA 

CEU: Utah residents with Northern and Western European ancestry 

CHB: Han Chinese in Beijing, China 

CHD: Chinese in Metropolitan Denver, Colorado - EUA 

GIH: Gujarati Indians in Houston, Texas - EUA 

JPT: Japanese in Tokyo, Japan 

LWK: Luhya em Webuye, Kenya 

MEX: Mexican ancestry in Los Angeles, California - EUA 

MKK: Maasai in Kinyawa, Kenya 

TSI: Tuscan in Italy 

YRI: Yoruban in Ibadan, Nigeria 



65 
 

Table 6. Allelic frequencies of T869C (rs1982073) and G915C (rs1800471) polymorphisms of 

TGF-β1 gene in different ethnic groups. 

Ethnic 

population 

T869C G915C 

 

References

Frequency 

of allele T 

Frequency 

of allele C 

Frequency 

of allele G 

Frequency 

of allele C 

Caucasians 0.62 0.38 0.93 0.07 44 

African 

Americans 

0.56 0.44 0.93 0.07 44 

South 

African 

0.72 0.28 0.86 0.14 45 

Japanese 0.46 0.54 - - 46 

Korean 0.49 0.51 - - 47 

Chinese 0.53 0.47 - - 48 

Asian 

Indians 

0.75 0.25 0.68 0.32 49 

Brazilian 0.6 0.4 0.95 0.05 (present 

study) 

 

 

 


