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RESUMO

Pequenos virus de DNA, os Papilomavirus humano (HPV), sdo transmitidos
por via sexual e infectam mucosas e epitélios levando ao desenvolvimento de
tumores benignos, 0s quais podem evoluir para um processo carcinogénico. Este
virus apresenta seu genoma dividido em regifes de expressao precoce e tardia.
Dentre as de expresséo precoce, estdo as regides E6 e E7 as quais codificam para
proteinas que interferem no ciclo celular do hospedeiro. A proteina viral E6 interage
com a proteina celular p53 inibindo sua funcéo supressora de tumor. Enquanto isso,
a proteina E7 interage com a proteina pRb, também supressora de tumor,
possibilitando a passagem do ciclo celular da fase G1 para a fase S. Dessa forma, o
HPV é responsavel pela transformacdo celular. Considerada o principal agente
etioldgico do cancer cervical, a infec¢éo por HPV é necesséria, porém nao suficiente
nesse processo. Fatores ambientais e genéticos tém sido apontados como co-
fatores, sendo esse Ultimo responsavel por 37% do risco total. Polimorfismos no
gene TP53 bem como naqueles envolvidos na via da p53 tém sido relacionados com
a susceptibilidade a lesdes e cancer cervicais. Este trabalho teve como objetivo
avaliar, em mulheres infectadas com HPV, a possivel associagdo de polimorfismos
em dois genes envolvidos na via da p53, MDM2 (SNPT309G) e WAF-1 (SNPC590T)
com o aumento da susceptibilidade a lesbes e céancer cervicais. Para tanto, foi
utilizada a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Os dados
foram analisados atraves de testes estatisticos qui-quadrado de Pearson, teste G de
aderéncia, equilibro de Hardy-Weinberg e teste exato de Fisher. Ndo se observou
diferencas significativas entre as frequéncias alélicas e genotipicas entre grupos de
casos e de controles nos dois genes analisados. Os resultados obtidos nesse estudo
sugerem que os polimorfismos MDM2 (SNPT309G) e WAF-1 (SNPC590T) néo estéo
associados com lesdes e cancer cervicais em pacientes da regido nordeste do
Brasil.

Palavras-chave: Papilomavirus humano (HPV), céancer cervical, polimorfismos,
MDM2, WAF1.



ABSTRACT

Small DNA viruses, the human papillomavirus (HPV) are sexually transmitted
and infect mucosal and epithelia tissue leading to the development of benign tumors,
wich can progress to a carcinogenic process. Its genome is divided into regions with
early and late expression. Among the early expression, E6 and E7 encoded proteins
that interfere in host cellular cycle. The viral E6 protein interacts with the cellular
protein p53 and inhibits its tumor suppressor function. The E7 protein interacts with
the pRb protein, also tumor suppressor, allowing the passage of the cell cycle form
G1 phase to S phase. Thus, HPV is responsible for cell transformation. Considered
the main etiological agent of cervical cancer, HPV infection is necessary but not
sufficient in this process. Environmental and genetic factors have been implicated as
cofactors, the latter being responsible for 37% of total risk. Polymorphisms in TP53
gene as well as those involved in the p53 pathway have been linked with
susceptibility to cervical lesions and cancer. The aim of this work was analyse
women infected with HPV to evaluate the possible association of polymorphisms in
two genes involved in the p53 pathway, MDM2 (SNPT309G) and WAF1 (SNPC590T)
with increasing susceptibility to cervical lesions and cancer. To this, technique
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) was used. The dada was analyse
by Pearson chi-square test, G adhesion test, Hardy-Weinberg equilibrium and
Fisher's exact test. No significant differences were observed between the allelic and
genotypic frequencies between groups of cases and controls in the two genes
analyzed. The results of this study suggest that the MDM2 polymorphism
(SNPT309G) and WAF1 (SNPC590T) are not associated with cervical lesions and
cancer in patients from the Northeastern of Brazil.

Key-Words: Human papilomavirus (HPV), cervical cancer cervical, polymorphisms,
MDM2, WAF1.
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1. INTRODUCAO

Cancer cervical € o terceiro tipo de cancer feminino mais frequente ocupando
o quarto lugar no indice de mortalidade. A expectativa mundial para 2012 € de mais
de 570 mil novos diagnosticos com cerca de 290 mil 6bitos. Para o Brasil os
valores sdo de mais de 17 mil novos casos com aproximadamente 4.800 mortes.
As estimativas para novos casos no estado de Pernambuco, é de 970 dos 5 mil
casos que serdo diagnosticados na regido Nordeste.

O cancer cervical configura um problema de salude publica com grandes
possibilidades de cura se diagnosticado precocemente. A triagem dessa doenca
consiste de exame citologico (exame de Papanicolau), no qual se observa a
morfologia das células do colo uterino. O cancer cervical passa por diferentes
estagios pré-malignos que sdo chamados de lesdes intra-epiteliais escamosas de
baixo (LSIL) e alto graus (HSIL).

O principal agente etiologico do cancer cervical é o Papilomavirus humano
(HPV), que séo pequenos virus de DNA dupla fita, circular pertencente a familia
Papillomaviridae. S&o virus que induzem o desenvolvimento de verrugas e
papilomas tanto no epitélio cutdneo quanto mucoso do hospedeiro. Assim, séo
classificados em cutaneotropicos (infectam pele das maos e dos pés) e
musotropicos (infectam boca, garganta, vias respiratorias e epitélio anogenital),
destes trinta infectam a mucosa genital. De acordo com seu poder oncogénico,
podem ser considerados de baixo e alto risco.

Contudo, infeccdo por HPV sozinha ndo € suficiente para induzir o
desenvolvimento de lesdes cervicais. Fatores ambientais e genéticos tém grande
importancia nesse processo, sendo estes Ultimos responsaveis por 37% do risco
total. O gene MDM2 (Murine Double Minute 2) é o regulador negativo da p53,
proteina supressora de tumor responsavel pela apoptose e inibicdo da proliferacao
celular. A expressédo do gene MDM2 ¢é ativada pela p53. O produto da expresséao é
a proteina Mdm2, a qual interage com a p53 inibindo sua atividade transcricional
bem como de supressora de tumor. Polimorfismos no gene MDM2 aumentam sua

expressdo e consequentemente 0s niveis de sua proteina nas células. Elevados
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niveis de Mdm2 diminuem os niveis de p53. Polimorfismos em MDM2 tém sido
associados a diversos tipos de tumores.

Outro gene envolvido é WAF1 (Wildtype p53-Activated Fragment 1), cujo
produto, proteina p21, atua como supressor de tumor. Este gene também tem sua
expressao regulada pela p53 em resposta a um dano no DNA. Uma vez na célula,
p21 atua interrompendo o ciclo celular na fase G1. Polimorfismos na regido 3'UTR
de WAF1 podem interferir na instabilidade do RNAmM e consequéntemente na
funcdo de sua proteina.

Alguns estudos sugerem que pacientes que apresentam tais polimorfismos
teriam um risco maior de desenvolver lesGes e céncer cervicais. Assim, este
trabalho teve como finalidade avaliar o possivel aumento da susceptibilidade a
lesdes e cancer cervicais induzidos pela presenca de polimorfismos nos genes
MDM2 e WAF1 em pacientes infectadas com HPV.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cancer Cervical

Terceiro tipo de cancer mais comum, o cancer cervical € a quarta causa de
morte por cancer em mulheres no mundo sendo responséavel por 9% (529.800
casos) do total de casos de cancer e por 8% (275.100 casos) das mortes por cancer
entre mulheres no ano de 2008 (JEMAL et al., 2011).

No mundo aproximadamente 570.000 novos casos de cancer cervical serao
diagnosticados com uma estimativa de 288.000 mortes para 2012 (JEMAL et al.,
2011). De acordo com a Associacdo Americana de Cancer (ACS), cerca de 12.710
novos casos serdo diagnosticados e 4.290 mulheres morrerdo apenas nos Estados

Unidos.

No Brasil as estimativas para novos casos sao de 17.540 com uma estimativa
de risco de 17 casos para 100 mil mulheres. O nimero de mortes chegara a 4.812,
de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2011). Com excecédo do cancer
de pele ndo melanoma, o cancer cervical lidera a incidéncia na regido Norte, com 24
casos por 100 mil mulheres, seguida da regido Nordeste e Centro-oeste com 28 por
100 mil e 18 por 100 mil mulheres, respectivamente, ocupando o segundo lugar,
seguida da regidao Sudeste (15 por 100 mil) ocupando o terceiro lugar e por altimo,
encontra-se a regido Sul (14/100 mil) ocupando o quarto lugar (Figura 1). As
estimativas para novos casos na regido Nordeste € de 5.050. O estado de

Pernambuco sera responséavel por 970 destes (INCA, 2011).
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Mulheres

. 23,65-35,13
% 18,89- 23,64
. 14,51- 18,88

10,85- 14,50

Figura 1: Representacéo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres para o ano de
2012 de cancer cervical no Brasil. FONTE: INCA (2011).

Considerado um problema de saude publica, o cancer cervical € mais
prevalente em paises em desenvolvimento (Figura 2), responsaveis por 85% dos

casos (JEMAL et al., 2011). Porém, trata-se de uma doenca que pode ser prevenida
e, se diagnosticada precocemente, curada.

Incidéncia Mortalidade
Africa Oriental

4.

Oeste da Africa 337

sul da Africa
Centro-sul da Asia

Américado Sul

Melanésia
Africa central

América Central

Caribe

sudeste da Asia
Europacentral e oriental
Micronésia/Polinésia
Asia oriental

Norte da Europa

SuldaEuropa
Oeste daEuropa

Norte da Africa

Ameéricadonorte
Australia/Nova Zelandia
Asia ocidental

40

Taxas padronizadas por idade por 100.000

Figura 2: Taxa da Incidéncia e mortalidade para o cancer cervical em mulheres no mundo. Adaptado
de JAMEL et al. (2011).
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A triagem do cancer cervical é feita através do exame Papanicolau, que
consiste de um exame citoldgico onde se observa a morfologia das células do colo
uterino. A reducdo da incidéncia e mortalidade nos paises desenvolvidos, em
particular os Estados Unidos, tem sido gracas a disponibilidade e eficiéncia dos

programas de triagem (SIMARD et al., 2012).

Em 1969, Richart e Barron confirmaram que a infeccdo por papilomavirus
humano (HPV) se faz necessaria para o desenvolvimento do cancer cervical, onde o
seu precursor € a neoplasia cervical intra-epitelial (NIC) (RICHART; BARRON, 1969;
WANG et al., 2010), a qual passa por diferentes graus de diferenciacdo histolégica.
Essas neoplasias foram primeiramente classificadas em leve (NIC 1), moderada
(NIC 2) e neoplasia-carcinoma in situ (NIC 3) (RICHART, THOMAS, WRIGHT,
1993).

Diversas nomenclaturas foram criadas, ao longo do tempo, para classificar as
anormalidades apresentadas pelas células durante estagios pré-malignos do cancer
cervical (BEKKERS et al., 2004). Em 2001, o Sistema de Bethesda (TBS) classificou
as lesdes intra-epiteliais escamosas em lesfes intra-epiteliais escamosas de baixo
grau (LSIL) e lesdes intra-epiteliais escamosas de alto grau (HSIL). Em alguns casos
o diagnéstico é incerto e 0 grau da lesdo ndo pode ser determinado. O TBS, entao,
padronizou a terminologia. Tais lesdes foram classificadas como ASC-H, que inclui
LSIL com células escamosas atipicas onde ndo se pode excluir HSIL e também
aquelas que nado apresentam LSIL; e LSIL-H, onde se encontram LSIL que né&o
podem excluir HSIL e aquelas que raramente sédo sugestivas de células atipicas,
mas nao sao diagnosticadas como HSIL (INCE; AYDIN; PEKER, 2011). A figura 3
mostra a progressdao das neoplasias com suas respectivas diferenciacdes

histolégicas de acordo com o grau da leséo.
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Citologia | LSIL | HSIL |
patologia | CIN1 1 cinz | CIN 3 I
| | | Displagia, Displasia I carcnomain | cCarcinoma |

Normal Displasia média moderada, situ invasivo

Produciodevirus  210ducBoviral  producio de E6 - E7 ,g..-_,
Rroducso de virus %

IntegraciodoDNAviral ————g

Carcinoma microinvasivo

Figura 3: MadificacGes histologicas no desenvolvimento das lesdes e do cancer cervical. Adaptado de Bekkers
et al. (2004).

2.2. Papilomavirus

Os papilomavirus (PV) séo responsaveis por induzirem o desenvolvimento de
tumores benignos, conhecidos como verrugas e papilomas, no epitélio cutaneo ou
mucoso de seu hospedeiro (DE VILLIERS et al., 2004). Séo virus espécie-especifico
gue possuem uma grande diversidade, ocorrendo em mamiferos, aves e répteis
(SCHEURER et al., 2005).

Os papilomavirus eram anteriormente agrupados juntos com os Polyomavirus
numa mesma familia, Papovaviridae baseado na similaridade dos capsideos nédo-
envelopados e no genoma composto de DNA dupla fita circular. Posteriormente
foram reconhecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como
dois grupos virais que apresentam genomas de tamanhos e organizacdes diferentes
e sem muita similaridade entre seus aminoacidos e nucleotideos. Desde entéo,
foram considerados como duas familias separadas, Papillomaviridae e
Polyomaviridae (DE VILLIERS et al., 2004).

A classificacdo taxonOmica atual se baseia na sequéncia nucleotidica
conservada do gene L1 para identificar tipos, subtipos e variantes de PV. PV que
apresentam diferencas maiores que 10% entre as ORF L1 s&o consideradas novos



21

tipos. Diferencas entre 2 a 10%,sao considerados subtipos e por fim, diferencas

menores que 2% sao encontradas nas variantes (DE VILLIERS et al., 2004).

Os papilomavirus possuem 29 géneros designados por letras gregas, que
compreendem mais de 189 tipos (BERNARD et al.,, 2010). Os Papilomavirus
humanos s&o membros de cinco grupos de géneros (Alfapapillomavirus,
Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapilomavirus). O
género Alfapapillomavirus compreende o0s tipos que sdo mais patolégicos e estao
associados com les@es cutaneas e mucosas, tanto orais quanto genitais. O género
Betapapillomavirus estd associado com epidermodisplasia verruciforme maligna e
benigna, enquanto o género Gamapapillomavirus com lesdes benignas (SHEN-
GUNTHER et al., 2011). Os HPV associados ao género Mupapillomavirus estédo
envolvidos com lesdes cutaneas e os do género Nu, envolvidos tanto em lesdes

cutaneas benignas quanto malignas (DE VILLERS et al., 2004).

2.2.1 — Papilomavirus Humano

Os papilomavirus humano (HPV) sé&o virus, relativamente pequenos, medindo
55 nm de diametro. Apresenta uma simetria icosaédrica, com capsideo composto
por 72 pentameros. Além disso, contém um DNA fita dupla circular com
aproximadamente 7.900 pares de bases associados com histonas H2a, H2b, H3 e
H4. (FAVRE et al, 1977).

Existem mais de 120 gendtipos de HPV conhecidos, reunidos em dois grupos:
mucosotrépicos e cutaneotrépicos (BERNARD et al.,, 2010). Os mucosotrépicos
infectam a musoca da boca, garganta, vias respiratérias e epitélio anogenital (BURD,
2003). Os mucosotropicos contém até trinta tipos que infectam a mucosa cervical.
Neste grupo estdo incluidos os tipos que causam lesdes cervicais com alto (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) e baixo riscos (6, 11, 40, 42, 43, 44,
45,54, 61, 70, 72, 81) de progresséo para o cancer (CORNEANU; STANCULESCU;
CORNEANU, 2011). Os tipos cutaneotropicos tém como alvo a pele das maos e dos
pés (BURD, 2003). A tabela 1 mostra os tipos de HPV bem como as doencas a eles

associadas.
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Condilomas ou verrugas genitais sdao as caracteristicas clinicas mais
conhecidas da infecgcdo por HPV e 90% dos casos estdo associadas a infec¢do por
HPV 6 e 11 (CASTELLSAGUE, 2008). Os tipos de alto risco 16, 18, 45 e 31 estdo
associados as lesbes cervicais, infecgbes da vulva, da vagina, do pénis e anal
(CASTELLSAGUE, 2008).

Tabela 1: Tipos de HPV e suas respectivas doencgas associadas.

Doenca Tipo de HPV

Verrugas plantares 1,2,4,63

Verrugas comuns 2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77,1, 3, 4,
10, 28

Verrugas planas 3,10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76

Outras lesdes cuténeas (cistos epidermoides,

carcinoma de laringe) 6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72,

73

2,3,10,5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21,

Epidermodisplasia verruciforme 29 23, 24. 25, 36, 37. 38, 47, 50

Papilomatoses respiratérias recorrentes 6, 11

Hiperplasia epitelial focal de Heck 13, 32

Papilomas/carcinomas conjuntivais 6, 11, 16

Condiloma aculminata (verruga genital) 6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

Neoplasia Cervical Intraepitelial 30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66,
Inespecifica 67, 68, 69
Baixo risco 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 45, 51,
Alto risco 52,74

16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45,
51, 52, 56, 58, 66

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58,

Carcinoma Cervical 66, 68, 70

Adaptado de Burd (2003). Em negrito as associacdes mais frequentes.
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2.2.1.1 - Genoma viral

O genoma do Papilomavirus humano é funcionalmente dividido em trés
regides como mostrado na figura 4. Possui uma regido ndo regulatéria codificante,
LCR (Long Control Region), uma regidao E (Early) contendo genes de expressao
precoce e uma regido L (Late) contendo genes de expresséo tardia (ZUR HAUSEN,
1996).

_Te

| | | | | | | | | 7.857pb
|
.

Figura 4: Representacéo linear do genoma do Papilomavirus Humano com aproximadamente 8
kb de tamanho contendo genes ndo estruturais de expressdao precoce (E), genes
estruturais de expressao tardia (L) e regido regulatéria LCR. Adaptado de MUNOZ et al
(2006).

A regido LCR apresenta aproximadamente 400-1000 pares de bases. Contém
uma regidao promotora p97 além das sequéncias acentuadoras e silenciadoras que
regulam a replicacdo do DNA controlando a transcricdo das ORF (BURD, 2003). A
atividade do promotor p97 é regulada por proteinas virais e celulares as quais
interagem com sitios especificos na regido LCR atuando assim, na regulacao
transcricional (TUREK; SMITH, 1996). Essa regido contém muitos sitios de ligacéo
para fatores de transcricdo celulares, que tem a capacidade de modular sua fungéo
positiva ou negativamente (O’'CONNOR; BERNARD, 1995). Variacbes na regido
LCR podem ser responsaveis por diferencas na patogenicidade de alguns tipos de
HPV.

A regido L é representada pelos genes das proteinas estruturais L1 (principal
proteina) e L2 (proteina secundaria). A proteina L1 € altamente conservada e forma
0s 72 capsdmeros. A proteina L2 encontra-se mais internamente e esta envolvida na

encapsidacdo do genoma viral, estabilizacdo do capsideo viral, fuga endossomal
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dos virions e transporte nuclear do genoma do HPV (HORVATH, et al., 2010). A

expressdo destas proteinas ocorre numa fase mais tardia (ZUR HAUSEN, 1996).

A regido precoce E é composta pelas ORF E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e séo
expressas nos estagios iniciais da infeccdo viral. As proteinas E1 e E2 sao fatores
de replicacdo (BODILY; LAIMINS, 2011). A proteina E2, é uma proteina regulatoria
que ativa ou reprime a transcricdo dos genes virais a partir da ligacdo ao sitio
especifico no promotor presente na regido LCR (VERESS et al., 1999). As proteinas
E5, E6 e E7 sdo consideradas oncoproteinas devido a sua capacidade de

transformagé&o celular e estédo associadas com a carcinogénese cervical.

E5 € uma proteina hidrofébica que € encontrada no aparato de Golgi, na
membrana plasmatica e no reticulo endoplasmatico (CORTESE et al., 2009) das
células infectadas. O mecanismo de acdo da proteina E5 ainda ndo é bem
conhecido. Sabe-se que esta envolvida na inibicdo da expressao do complexo de
histocompatibilidade (MHC-I e MHC-Il) na membrana plasmatica (TSAI; CHEN,
2003). Além disso, esta envolvida na inducéo da fusao celular (GAO; ZHEG, 2010),
processo presente nos estagios iniciais do cancer cervical. E5 também atua na
ubiquitinacdo da proteina pro-apoptotica, Bax, inibindo assim a apoptose (OH et al.,
2010). Além disso, tém sugerido que E5 atua para manter as células em um estado
de proliferacdo competente até a diferenciacdo, por ativar fungdes virais tardias
(REGAN et al., 2008).

Os genes das proteinas E6 e E7 sdo expressos em tumores malignos ano-
genitais. Essas proteinas sdo capazes de induzir a imortalizacdo de células
humanas independentemente, porém, essa capacidade é aumentada quando
expressas juntas (MUNGER et al., 1989). Tais proteinas tém como alvo as proteinas

supressoras de tumor, p53 e pRB, respectivamente.

A proteina E6 estd envolvida na degradacdo e inativacdo da funcédo da
proteina celular p53. E6 interage com a proteina p53 através da associacdo com a
proteina E6AP E3 ubiquitina ligase (BODILY et al., 2011; ZUR HAUSEN, 2000).
Esse complexo marca a proteina p53 para degradacdo proteossomal
(HUIBREGTSE; SCHEFFNER; HOWLEY, 1993). Para que isso aconteca, €
indispensavel que E6AP esteja ligado a proteina E6, pois, sozinha, E6AP é incapaz
de se ligar e induzir a degradacdo da p53 (HUIBREGTSE et al., 1993). Muito

embora o complexo E6/EGAP seja a via mais conhecida em que a proteina EG6 inibe
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a atividade da p53, existem outros mecanismos em que E6 atua bloqueando a
funcdo dessa proteina. Segundo Thomas et al. (1995), a associacao de E6 com p53
pode provocar uma mudanca conformacional em p53, levando tanto a perda da
capacidade de ligacdo ao DNA quanto causar a dissociacdo desta proteina ao DNA.
E6 pode também causar a retencdo de p53 no citoplasma devido a sua ligacdo ao
terminal carboxila de p53 (MANTOVANI et al., 2001). Outro mecanismo seria a
interacdo de E6 com histonas acetiltransferases CBP/p300, pois em condi¢des
normais a acetilacdo de p53 pela p300 aumenta a habilidade de p53 se ligar aos
promotores dos genes cujas transcricbes sao ativadas por ela (ITO et al., 2001). A
ligacdo de E6 a p300 impede a acetilagdo de p53 (ZIMMERMANN et al., 2000).

Considerada como a principal proteina oncogénica, E7 atua no processo de
transformacédo celular através de sua associacdo com a proteina supressora de
tumor, pRB e com as proteinas tipo pocket, p107 e p130. (DYSON et al., 1992).
Estas proteinas regulam a passagem do ciclo celular da fazer G1 para a fase S
através da modulagdo da atividade transcricional dos fatores de transcricdo E2F
(FROLOV; DYSON, 2004). A proteina pRB atua impedindo a progressao do ciclo
celular através da sua ligacdo com o fator de transcricdo E2F. Tal complexo é
desfeito com a fosforilacdo de pRB pelo complexo cdk4/6, levando a liberacdo de
E2F que atuard como um ativador transcricional dos genes que estao envolvidos na
progresséao do ciclo celular (DYSON et al., 1992). Em células infectadas com HPV, a
proteina E7 se liga ao complexo pRB-E2F provocando a dissociacdo do mesmo e a
consequénte liberacao do fator de transcricdo E2F (WU et al., 1993), bem como a

ubiquitinacdo de pRB e sua posterior degradacao (BOYER et al., 1996).

2.2.1.2 - Ciclo viral

Os Papilomavirus humano apresentam um tropismo por células epiteliais
escamosas e infectam células da camada basal. Seu ciclo de vida é dependente da

diferenciacao das células do hospedeiro — queratinocitos (STANLEY, 2001).

A infeccao se inicia com a entrada do virus nas células da camada basal, as
guais ficam expostas devido a microabrasdes (Figura 5), porém o0s sinais iniciais de

transcricdo do genoma do virus s6 aparecem com aproximadamente quatro
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semanas apos a infeccdo (BUCK et al., 2005). O HPV estabiliza seu genoma na
forma de elementos extracromossomais ou epissomos e utiliza a maquinaria
replicativa do hospedeiro para replicar seu material genético. Aproximadamente 50 —
100 cépias de DNA viral estao presentes por célula do hospedeiro (HUMMEL et al.,
1992). O genoma viral é replicado juntamente com o DNA do hospedeiro durante a
divisdo celular (MOODY; LAIMINS, 2010). Nessa camada, ocorre expressdo dos

genes precoces, regulados pela proteina E2.

Ap6s a divisdo celular, o DNA viral é distribuido entre as células filhas. Uma
delas abandona a camada basal e migra para a camada superior, a camada
suprabasal, onde ird sofrer diferenciacdo. Nessa fase, as proteinas E6 e E7
desregulam o controle do ciclo celular, estimulando a diferenciacdo das células. As
demais células permanecem na camada basal em constante divisdo, permitindo a
amplificacdo do genoma viral em milhares de copias por células (RUESCH et al.,
1998).

Em lesbGes de baixo grau, o genoma de HPV de alto risco fica presente na
forma epissomal, porém durante a progressao para lesdo de alto grau, o genoma

viral encontra-se integrado ao genoma do hospedeiro (JEON et al., 1995).
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Figura 5: Ciclo de infeccdo do HPV. O virus entra através de microlesées. As células com nucleo
azulado mostram o estabelecimento do virus na camada basal. As células com nucleos verdes
apresentam expressao dos genes L1 e L2 para a montagem e liberagdo dos virions. Fonte: Adaptado
de LOWY & SCHILLER (2006).
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2.2.1.3 - Integracao do HPV e a carcinogénese

O DNA viral pode ser encontrado na célula hospedeira na forma epissomal,
integrada ou combinada, epissomal e integrada. No processo de integracao, o DNA
viral sofre uma quebra na regido do gene E1 e E2 provocando perda da regido E1 e
ruptura da regido E2. Essa quebra leva a perda da funcéo de E2 que é a regulacao
dos oncogenes E6 e E7. Consequentemente, ocorre uma super expressao desses
oncogenes e aumento da proliferacéo celular (BAKER et al, 1987; JEON et al, 1995;
WAGATSUMA et al, 1990; WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Vinokurova et al.
(2008), ao compararem frequéncia de integracdo dos HPV de alto risco, 16, 18, 31,
33 e 45 sugeriram que a integracdo do genoma de HPV oncogénico em lesdes do
colo uterino é uma consequéncia e nado a causa da instabilidade cromossdmica
induzida pela perda do controle da expressdao dos oncogenes E6 e E7, pois
diferentes tipos de HPV provocam instabilidade cromoss6mica de forma diferente do
gue é refletida por suas frequéncias de integracdo avancadas e o tempo necessario

para lesdes de alto grau progredirem para cancer invasivo.

2.3 - Fatores que atuam juntamente com HPV no desenvolvimento do cancer

cervical

Grande parte das infeccGes por HPV regridem espontaneamente no decorrer
de alguns anos, porém, em alguns poucos casos, as infec¢cdes nao regridem e,
portanto, evoluem para o cancer. Sendo assim, apesar da infeccdo por HPV ser o
principal agente etioldgico do cancer cervical, sozinho ndo é suficiente para o
desenvolvimento da doenca (CASTLE et al., 2002). Uma série de fatores influencia
na persisténcia da infeccdo por HPV bem como na progressao das lesbes para o

cancer cervical.

O comportamento sexual € um dos mais importantes fatores de risco para a
infeccdo pelo HPV. O numero de parceiros sexuais é um dos fatores determinantes.

Quanto maior o numero de parceiros maiores as chances para infec¢cdo (BOSCH,;
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IFTNER 2005; BOSCH; QIAO; CASTELLSAGUE, 2006), cuja incidéncia aumenta

com a introducao de novos parceiros (WINER et al., 2003).

As caracteristicas comportamentais dos parceiros sexuais também estdo
associadas ao risco de infeccdo pelo papilomavirus humano. A transmissdo e
infeccdo por HPV, como também cancer de pénis e cervical (de suas parceiras)
podem ser reduzida pela circuncisio masculina (CASTELLSAGUE et al., 2002;
NIELSON et al., 2009).

O uso de preservativo pode reduzir o risco de infecc¢ao cervical e vulvovaginal
por HPV. Segundo Winer et al. (2006), casos onde foi detectado HPV em mulheres
gue afirmaram usar preservativo se devem ao uso incorreto do mesmo. Além disso,
0 uso regular do preservativo esta associado a baixa prevaléncia de HPV em
homens. Usuarios consistentes apresentam um risco 60% a 77% menor de infeccéo
com HPV de alto risco (NIELSON et al., 2010).

Outro fator determinante associado a infeccéo por HPV é a idade (TROTTIER;
FRANCO, 2006). Estudos mostram que a infeccdo ocorre com maior frequéncia em
mulheres mais jovens. Dunne et al., (2007) verificaram que entre mulheres com
idades de 14 a 39 anos a prevaléncia do DNA do HPV foi maior (44,8%) na faixa
etaria entre 20 e 24 anos. O comportamento sexual de mulheres e de seus
parceiros juntamente com o inicio da vida sexual no fim da adolescéncia € o principal
fator determinante do pico de incidéncia do HPV nessa faixa etaria (GONZALEZ et
al., 2010) o qual decai com o avanco da idade (BOSCH; DE SANJOSE, 2007).
Estudos mais recentes mostram um aumento no pico de incidéncia de HPV em
mulheres mais velhas e acredita-se que isto se deve ao contato sexual de mulheres
ou de seus parceiros com novos parceiros mais tarde na vida ou a mudancas
fisiol6égicas na cérvice devido a idade que contribui para um aumento de infec¢des
vaginais persistentes. Outra possivel causa € a re-ativacdo de infeccdes latentes
relacionadas a mudancas imunologicas e hormonais decorrentes da idade
(GONZALEZ et al., 2010).

O tabagismo atua também como um fator determinante para infeccéo cervical
por HPV bem como aumenta os riscos de cancer e lesdes cervicais de alto grau
(CASTLE et al., 2002; DEACON et al., 2000; ROSSEAU et al., 2000). Em pacientes
nao fumantes HPV16 de alto risco contribui para um aumento do risco em seis vezes

comparado com pacientes nao fumantes HPV16 negativas. Enquanto que em
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pacientes fumantes com HPV16 o risco aumentou em 27 vezes em relacdo a
pacientes fumantes sem HPV (GUNELL, 2007).

O uso de contraceptivo oral esta associado a incidéncia de infec¢do por HPV.
(WINER et al., 2003). Em mulheres HPV positivas que fazem uso prolongado de
contraceptivos orais tem risco de desenvolver carcinoma cervical aumentado em até
guatro vezes (MORENO et al., 2002) .

Estudos vém investigando a participacdo de outras infec¢cdes genitais no
desenvolvimento de lesbes e cancer cervicais. Infec¢cdo por C. trachomatis tem sido
associada a etiologia do céncer cervical invasivo em mulheres HPV positivas
(SMITH et al., 2002). C. trachomatis inibem apoptose das células do hospedeiro
através de mecanismos especificos 0s quais podem iniciar ou promover a
carciongénese cervical (ANTILLA et al., 2001). Infec¢gbes por C. trachomatis pode
ser uma das causas do carcinoma cervical de células escamosas (KOSKELA et al.,
2000). Estudo de Paba et al., (2007) sugeriu que a infeccao por C. trachomatis
favorece a entrada e persisténcia de varios tipos de HPV de alto risco, levando a
integracao viral, inibicdo da apoptose, superexpressdo dos oncogenes E6 e E7 e
consequentemente a transformacao celular. Além disso, infeccdo por Herpes
simples tipo 2 (HSV-2) pode juntamente com o HPV aumentar os riscos de cancer
cervical invasivo (PABA et al., 2007; SMITH et al., 2002).

Em relacdo a quantidade de partos realizados, um numero elevado destes
aumenta de trés a seis vezes o risco de cancer cervical (MUNOZ et al., 2002).
Quanto maior o numero de partos (acima de cinco) maior o risco de carcinoma de
células escamosas na cérvice de pacientes HPV positivas (BOSH; IFTNER, 2005;
MUNOZ et al 2002). Mulheres nuliparas apresentaram um menor risco de carcinoma

de células escamosas do que mulheres multiparas (MUNOZ et al., 2002).

A idade da primeira relacdo sexual tem sido associada a um aumento no risco
de desenvolver lesBes e cancer cervicais (PLUMMER et al., 2011; SANJOSE et al.,
2008). Quanto mais cedo o inicio da vida sexual, mais cedo a exposicdo ao virus
(PLUMMER et al., 2011). O risco aumenta quando o inicio precoce da vida sexual é

seguido de uma gestacao (LOUIE et al., 2009).

Além de fatores ambientais, estudos genético-epidemiolégicos tém

demonstrado que fatores genéticos estdo envolvidos na susceptibilidade ao
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desenvolvimento de lesdes e cancer cervicais (MAGNUSSON; LICHTENSTEIN;
GYLLENSTEN, 2000; HERMIMINKI; CHEN, 2006; VINK et al.,, 2011), sendo
responsavel por 37% do risco total (VINK et al., 2011). Estudos de riscos familiares
para cancer cervical sugerem que efeitos hereditarios implicam na existéncia de
genes susceptiveis ao desenvolvimento da doenca (HERMMINKI; CHEN, 2006).
Assim, muitos genes tém sido apontados como genes candidatos na
susceptibilidade e desenvolvimento de lesGes e cancer cervicais, dentre eles o gene
TP53 bem como aqueles envolvidos na sua via (MAKNI et al., 2000; STOREY et al.,
1998) .

2.4 - Via p53

Presente no cromossomo 17, o gene TP53, considerado um gene supressor
de tumor, apresenta um comprimento de 20 kilobases e esta dividido em 11 éxons
com tamanhos diferentes (LAMB; CRAWFORD, 1986). Considerado o guardido da
integridade do genoma (JIN; LEVINE, 2001), o gene TP53 codifica para uma
fosfoproteina de 53 kDa (HARRIS; HOLLSTEIN, 1993; SMITH; FORNACE, 1996), a
p53, a qual apresenta uma capacidade de se ligar a sequéncias especificas no DNA
e ativar ou reprimir a transcricdo de genes adjacentes atuando assim como um fator
transcricional de muitos genes em resposta a varios sinais de estresse ou danos na
célula (HARRIS; LEVINE, 2005).

A proteina p53 € um inibidor do crescimento celular, pois induz a parada do
ciclo celular (CROOK et al., 1994; MERCER et al., 1990) e ativacdo do processo de
apoptose (BATES; VOUSDEN, 1996). A ativacdo de p53 impede erros durante a
duplicacao celular, contribui para a integridade da divisdo da célula, mantendo assim
a estabilidade genética através da interrupcéo da progressao do ciclo celular, além
de ser importante na producdo de matriz extracelular, citoesqueleto e secrecéo de
proteinas (NAKANO et al., 2000; RILEY et al., 2008; VOLGELSTEIN et al., 2000).

A proteina p53 € ativada através de modificagcbes poOs-traducionais, como
adicdo ou remocdo de grupos fosfato, acetil, glicosil, ribose, ubiquitina

(VOLGELSTEIN et al., 2000) que leva a uma parada do ciclo celular, direcionando
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para a senescéncia ou apoptose celular (HARRIS; LEVINE, 2005), impedindo que

um erro ou dano no DNA possa se propagar entre as células.

A transcricdo de genes mediada ou reprimida pela p53 depende do tipo do
sinal de estresse, das modificacdes da proteina e que proteinas estdo associadas a
ela (HARRIS; LEVINE, 2005). Dentre os sinais de estresse estdo o dano no DNA,
como o encurtamento do telébmero, hipoxia, danos no fuso mitético, choque térmico,
biogénese ribossomal inadequada, ativagcdo de oncogenes por mutacdo, deplecéao
de rNTP, 6xido nitrico (HARRIS; LEVINE, 2005; MORRISON et al., 2003; RILEY et
al., 2008) (Figura 6).

Cada sinal de estresse ativa diferentes enzimas as quais modificam diferentes
residuos de aminoacidos em p53. As modificagcdes causadas em p53 podem
aumentar a sua meia-vida na célula provocando um aumento de sua concentracao e
provocam uma alteracéo na sua habilidade de se ligar ao DNA aumentando assim a
transcricdo de genes que sao regulados pelas sequéncias desta molécula (HARRIS;
LEVINE, 2005).

Figura 6: Ativacédo e fungdo da p53. Os diferentes papeis desempenhados pela p53 nas respostas
celulares (lilds) a diferentes tipos de estresses (azul). Adaptado de VOUSDEN; LANE
(2007).

A proteina p53 reconhece sequéncias no DNA para estabelecer sua ligagéo.

Essas sequéncias sdo chamadas de Elementos de resposta - RE. A proteina p53 se
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liga nessas sequéncias e promove o processo transcricional (RILEY et al., 2008).
Tais elementos sdo compostos de RRRCWWGYYY, em que R consiste de uma
purina, W de uma adenina ou timina, e Y de uma pirimidina (HARRIS; LEVIN, 2005).
p53 contém um dominio de ligagcdo ao DNA sequencia-especifica na regido central e
um dominio de ativacao transcricional no N-terminal, além disso apresenta um sinal
de localizagdo nuclear, um dominio de tetramerizagdo e um dominio regulatério na
extremidade c-terminal (XU, 2003).

A proteinta p53 utiliza de dois mecanismos para desencadear a resposta
apoptotica (GENG et al., 2010). O primeiro ocorre através da ligacdo ao DNA
ativando a expressdo de genes pro-apoptéticos, enquanto o segundo ocorre no
citosol, independente de transcricdo, através da interacdo direta com proteinas da
familia BCL2 presentes nas mitocondrias (CHIPUK et al., 2005). Esta interacdo cria
poros na membrana (alteracdo do potencial de membrana) da mitocondria levando a
liberacdo do citocromo ¢ e em seguida apoptose (WHIBLEY; PHAROAH,;
HOLLSTEIN, 2009; VOUSDEN; LANE, 2007). Assim, p53 pode atuar tanto no nucleo
como no citoplasma (SPIDEL, 2010).

A atividade de p53 é modulada através de uma rede de proteinas que a
regulam positiva e negativamente. O principal regulador negativo de p53 é a
proteina Mdm2 (HAUPT et al., 1996). Mdm2 inibe a atividade de p53 adicionando
mondmeros de ubiquitina nos residuos de lisina de p53 para que a mesma seja
degradada pelo sistema proteossomal (DESHAIES et al., 2009). Um outro regulador
negativo de p53 é a proteina Mdm4. Mdm4 modula p53 indiretamente através da
interacdo com Mdm2 formando heterodimeros. Além disso, estimula Mdm2 na
ubiquitinacao de p53 (MARINE et al.,2006). A atividade de Mdm2 é inibida por sua
vez, pela proteina pl4/19 ARF, aumentando assim, 0s niveis de p53 na célula
(Figura 7).

A transcricdo do gene de p14/19 ARF € induzida por E2F-1 e reprimida pela
p53. A atividade de Mdm2 é inibida também pela ligacdo da proteina de
retinoblastoma, pRb. Tal ligacédo contribui com 0 aumento dos niveis de p53. Tanto a
pRb quanto Mdm2 séo fosforiladas e consequentemente inibidas pela atividade da
ciclina E-quinase 2 (HARRIS; LEVINE, 2005). Além disso, a ativacdo de p53

estimula a transcricdo do gene WAF1, que codifica para a proteina p21. A proteina
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p21 atua inibindo a atividade ciclinaE-quinase2 (HARPER et al., 1993). A figura 8
resume o mecanismo de agao da p53.

E2F-1 — P14/19 ARF /\

TS Ciclina:cdk p21
Rb

Figura 7: Regulacdo positiva e negativa da p53. p53 ativa a transcricdo de Mdm2 que por sua vez
blogueia a atividade de p53 através da regulacdo negativa. A atividade de Mdm2 é inibida pela
p14/19 ARF a qual é estimulada por E2F-1 e inibida por p53. p53 ativa a expressédo do gene WAF1,
cujo produto interage com o complexo ciclina-cdk bloqueando sua atividade. Ciclina-cdk interage com
Mdm2 e Rb. Fonte: AUTORA

Seouerres

Nicleode
controle
Efetores
Aoootoses  Senescéncia  Reparode DNA | Motiidade Celar
Resposta
Paradadociclocellar  Metsboismo Niveis redox | Angogénese

Figura 8: Mecanismo de acdo da via p53. Proteinas reguladoras ativadas por diferentes tipos de
estresse celular modulam a atividade de p53 através da fosforilagéo, acetilagédo e metilacéo.
p53 ativa ou reprime a transcricdo de genes e interacdo proteina-proteina para induzir

apoptose, parada do ciclo celular, senescencia. Adaptado de WHIBLEY; PHAROAH;
HOLLSTEIN (2009).
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2.4.1. Gene MDM2

Localizado no brago longo do cromossomo 12915 (Figura 9), o gene Murine
Double Minute 2 (MDM2) codifica para a principal proteina reguladora negativa de
p53, a mdm2 (WADE et al., 2010). Inicialmente identificado devido a sua
amplificagdo espontanea na linhagem celular de camundongo BALB/c
(FAKHARZADEH; TRUSKO; GEORGE, 1991), quando superexpresso, aumenta o
potencial tumorigénico das células. O produto do gene, a proteina mdmz2, forma um
complexo com p53 e inibe sua funcao de trans-ativacdo (MOMAND et al., 1992).

A proteina mdm2 pode inibir a funcdo de p53 de duas maneiras. Agindo como
uma E3 ubiquitina ligase, mdm2 ubiquitina a p53 para que seja degradada através
do processo proteossomal (HAUPT et al., 1997). Outro mecanismo pelo qual mdm?2
inibe a funcédo de p53 € através da ligacdo ao dominio de ativac&o transcricional
amino terminal inibindo a habilidade de p53 atuar na regulacdo génica (HAUP et

al.,1997) mascarando 0 acesso para a maquinaria transcricional.

12p13
12p12

i
12913
12914
12415 K
12921
12422
12923
12924.1
12924.2
12924.3

Figura 9: Cromossomo 12. Locus do gene MDM2 localizado na posi¢do 12q15.

Fonte: www.ncbi.nim.nih.gov.

A proteina mdmz2 estimula a progressao do ciclo celular se ligando também a
proteina supressora de tumor, pRB. Dessa forma, inibe a funcdo supressora de
crescimento desta proteina. Além disso, mdm2 também interage com o fator de
transcricdo E2F1. Esta interacdo estimula a atividade de E2F1, ativando genes
envolvidos na progresséo da fase G1 para a fase S (LOZANO; LUNA, 1998).
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2.4.1.1 - Polimorfismo T309G no gene MDM2

O polimorfismo T309G ocorre no primeiro intron do promotor do gene MDM2.
O polimorfismo T309G consiste na substituicdo de T por G no nucleotideo 309 do
intron 1 do promotor de MDM2. A regiéo promotora de MDM2 apresenta varios sitios
de ligacdo para o fator de transcricdo Spl (Figura 10). Tal fator € responsavel por
ativar a transcricdo de MDM2. O ponto exato do polimorfismo (troca do T/G) ocorre
na extremidade do udltimo sitio de ligacdo para Spl. Essa variacdo aumenta a
afinidade de Spl pelo promotor de MDM2, elevando assim, 0s niveis de expressao
desse gene, e como consequéncia, aumento exacerbado nos niveis da proteina
mdmz2 na célula. Isso resulta na incapacidade de estabilizacdo de p53 em resposta a
um dano no DNA. Assim, a atividade supressora de tumor da p53 € atenuada, o que
contribui para o desenvolvimento tumoral em humanos (BOND et al., 2004).

SNP309
23-RE
Exon 1 %Qpll} \i Exon 2
1 261 524

WT
CGGGGGCCGGGGGCTGCGGGGCCGCTTCGGCGCGGGAGGTCCGGATGATCGCAGG

Spl ———————  Spl Spl
P =551

SNP309
CGGGGGOCGGGGGOT G('GGGG('("G("l'E“{'i(if‘('i{“(i(i(i,i\{'j GTCCGGATGATCGCAGG
Spl

Spl " gp Spl

Figura 10: Esquema da regido intrénica do gene MDM2. A seta mostra a regido do promotor onde se
encontra o polimorfismo SNPT309G. Os sitios para Spl dentro na regido intrénica estdo
sublinhados. Adaptado de BOND et al. (2004).

Estudos de tumores de mama tém demonstrado que a maneira como o SNP309
influencia na transcricdo do gene MDM2 e formacao de tumor, depende tanto da via
de sinalizacdo de estrogénio, quanto do estresse ambiental e genética do tumor
(BOND; LEVINE, 2007). Quando a via de sinalizacdo do estrogénio esta ativa na
presenca do SNP309, os niveis basais de mdm2 na célula sdo elevados, devido ao

aumento da afinidade do fator de transcricdo Spl pelo sitio criado na regido
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promotora. Assim, pessoas portadoras do alelo G SNP309 apresentam uma
resposta (apoptose e parada do ciclo celular) ao estresse celular (cigarro e infecgao
cronica por hepatite C) muito baixa devido a diminuicdo nos niveis de p53 (Figura
11) (BOND; LEVINE, 2007).

Estressescomocigarrge
infeccBo por hepatite

crinicaC
Lranica

Via de ginalizagdo de :

estrogénio ativa Formacdo tumoral
rormacsotumaral
\

Estressescomeocigarrge

infeccio por hepatite
crénicaC

Petietihvtn

Figura 11: Modelo proposto para interacdo do SNP309 de MDM2 com horménios e estresse
ambiental. A presenca do SNPT309G aumenta a afinidade por Spl elevando os niveis
de mdm2 na célula e consequentemente atenuacdo da funcdo supressora de tumor da

proteina p53 em resposta a estresses ambientais sofridas pela célula. Adaptado de
BOND; LEVINE (2007).

Muitos estudos tém sido feitos para avaliar a associacédo deste polimorfismo
com a susceptibilidade a diversos tipos de tumores como de préstata (STOEHR et
al., 2008), mama (BOERSMA et al.,, 2006; WASIELEWSKI, et al., 2007), pulméo
(PINE et al., 2006), figado (DHAREL et al., 2006), rim (HIRATA et al., 2007). Porém,

existem poucos estudos que avaliam a associagcado este polimorfismo com o cancer
cervical.

Recentemente, Nunobiki et al., (2010) investigaram a relacdo desse
polimorfismo na carcinogénese cervical e sugeriram uma forte associacdo na
populacdo japonesa infectada por HPV de alto risco. No entanto, a associacdo de
SNP309 com o cancer cervical ainda é controverso. Os achados de Meissner et al.,

(2007) sugeriram SNP309 ndo deve ser uma fator de risco para o cancer cervical.
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2.4.2 - Gene WAF1

O gene WAF1 ou CDKN1A localizado no cromossomo 6 (6p21.1) (Figura 12)
codifica para um proteina de 21 kD — p21. Regulado pela p53, o gene WAF1 é um
componente importante da via p53 supressora de tumor (EL-DEIRY et al., 1993).
Sua expressdao é ativada pela p53 em resposta a algum dano no DNA resultando na
retencéo do ciclo celular na fase G1.

Figura 12: Cromossomo 6. Locus do gene MDM2 localizado na posicdo 6p21.1. Fonte:
www.ncbi.nlm.nih.gov.

A principal funcao da proteina p21 € a ligacéo e inibicdo da atividade quinase
das CDK (quinases-dependentes de ciclina) (HARPER et al., 1993). A ligacédo de
p21 ao complexo ciclina-cdk induz uma parada no ciclo celular no estagio G1. A
interacdo com a ciclina ocorre no motivo conservado Cyl na metade N-terminal e no
motivo Cy2 na metade C-terminal. A interacdo com as quinases ocorre no sitio de
ligacdo de CDK no N-terminal. p21 interrompe a interacdo entre CDK e seus
substratos, as proteinas retinoblastomas (pRB), através dos motivos semelhantes a
Cy (ABBAS; DUTTA, 2009).

O complexo ciclina-cdk atua fosforilando algumas proteinas supressoras de
tumor, como as da familia do retinoblastoma (RB). Tal fosforilacdo permite que o

fator de transcricdo E2F1 complexado a pRB seja liberado para ativar a transcricao
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de genes envolvidos na fase S (HARPER et al., 1993), induzindo assim a progresséo

do ciclo celular.

A proteina p21 também inibe a progressao do ciclo celular interagindo com a
proteina antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) através de seu dominio C-
terminal. Tal ligag&o inibe a atividade da DNA polimerase dependente de PCNA.
Assim, a replicacdo do DNA é inibida e os processos de reparo dependentes de
PCNA sao modulados. Portanto, a p21 pode inibir a progressdao do ciclo celular
através mecanismos independentes e simultaneos (LUO et al., 1995). Além disso, a
p21 possui uma capacidade intrinsica de associagdo com subunidades de EZ2F,
regulando a transcricao de genes dependentes de E2F e controlando assim, o
crescimento celular. Tal atividade ocorre através de uma via independente de pRB
(DELAVAINE; THANGUE,1999). Além do fator E2F, p21 também pode se ligar
diretamente aos fatores de transcricio STAT3 e MYC, inibindo a atividade
transcricional destes fatores (Figural3) (ABBAS; DUTTA, 2009).

G1

Reparo de DNA dependente de PCNA

Figura 13: Mecanismos de acdo de p21. Em A) p21 interage com o complexo ciclina-cdk provocando
a parada do ciclo celular na fase G1. B) Véarias moléculas de p21 se ligam a PCNA
inibindo a atividade da polimerase dependente de PCNA impedindo a sintese e reparo de
DNA. C) p21 se liga aos fatores de transcricao E2F-1, STAT e MYC inibindo suas
atividades. Adaptado de Abbas e Dutta (2009).
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2.4.2.1 - Polimorfismo C590T no Gene WAF1

O polimorfismo C590T € uma substituicdo de uma citosina (C) por uma timina
(T) no nucleotideo 590 do cddon 55 localizado 20 nucleotideos a montante
(downstream) do cédon de parada no éxon 3, presente na regido nao traduzida
3'UTR (KONISHI et al., 2000; RODRIGUES et al., 2003) do gene WAF1.

Regides 3'UTR s&o importantes na estabilidade do mRNA, regulacéo génica e
crescimento celular (RASTINEJAD et al., 1993). Polimorfismos na regido 3’'UTR do
éxon 3 do gene WAF1 tem mostrado estar envolvido na alteracéo da estabilidade da
proteina p21, funcionamento do ciclo celular, bem como no desenvolvimento de
cancer. A associacdo desse polimorfismo com diversos tipos cancer tem
demonstrado resultados controversos (KIBE et al., 2003; KONISHI et al., 2000; MA
et al., 2006; SANTOS et al., 2006).

Rodrigues et al. (2003) sugeriram que polimorfismo 3'UTR de p21 néo
apresenta nenhum efeito sobre a susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores.
No entanto, Facher et al (1997) demonstraram que a presenca do polimorfismo na
regiao 3’UTR do gene WAF1 esta aumentada em adenocarcinoma de préstata e em
carcinoma de células escamosas de pescoco e cabeca. Ma et al. (2006)
demonstraram que a presenca do polimosfismo esta associado com o aumento do

risco de desenvolver cancer de mama na populacao chinesa.

Diante disto, acredita-se que infeccéo por HPV juntamente com a presenca de
polimorfismos em genes envolvidos na via da proteina p53 podem aumentar a

susceptibilidade ao desenvolvimento de lesdes cervicais.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

Avaliar a possivel associacdo de polimorfismos nos genes MDM2 e WAF1
com a susceptibilidade a lesdes cervicais de baixo e alto graus em pacientes
infectadas com HPV.

3.2 — Especificos

1 — Caracterizar a mostra estudada de acordo com o0s aspectos clinicos-

biologicos.

2 - Verificar a possivel associacdo do polimorfismo T309G no gene MDM2
com les@es cervicais de baixo (LSIL) e alto (HSIL) graus em pacientes infectadas

com HPV comparadas com o grupo controle.

3 - Verificar a possivel associacao do polimorfismo SNPC590T no gene WAF1
com lesBes cervicais de baixo (LSIL) e alto (HSIL) graus em pacientes infectadas

com HPV comparadas com o grupo controle.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — Casuistica

No presente trabalho foi realizado um estudo analitico transversal com
comparacao de grupos. No total, foram coletadas para este estudo 184 amostras de
pacientes oriundas do setor de oncologia ginecolégica do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC) - Pernambuco e do Centro de Medicina Integrada de Sergipe

(CEMISE) — Sergipe. A selecéo das pacientes ocorreu de forma aleatodria.

Como critérios de inclusdo no estudo foram admitidas mulheres positivas para
infeccdo por HPV através do teste de Papanicolau. No grupo de casos foram
admitidas pacientes portadoras de lesdes cervicais (HSIL, LSIL) e que foram
positivas para a deteccdo do DNA de HPV. Foram admitidas como controles as
pacientes que eram positivas para infeccado por HPV, mas que ndo eram portadoras

de lesdes cervicais.

Os critérios de exclusédo da pesquisa foram: presenca de lesGes cervicais e
auséncia de HPV, auséncia tanto de lesbes cervicais como da infeccdo por HPV,
presenca do virus HIV e amostras de cancer cervical, por se tratar de um ndmero

bastante reduzido (apenas 6 amostras).

As amostras foram coletadas apds aprovacdo do comité de ética
(HUOC/PROCAPE 64/2010) e todas as pacientes assinaram o termo de livre
consentimento. Além disso, as pacientes envolvidas neste estudo responderam ao

guestionario de estudo durante consulta ginecologica (Anexo9.1).

4.2 — Criacdo de banco de dados

O questionario aplicado as pacientes foi estruturado e digitado em um banco
de dados no Microsoft Excel, onde foram inseridas todas as informacdes referentes

ao perfil social, sexual, comportamental, familiar, citolégico, histoldgico, tipo de
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infeccdo viral bem como o perfil genético de todas as pacientes arroladas neste

estudo.

4.3 — Obtencao da Amostra

As pacientes foram submetidas a coleta do esfregaco do colo do utero, para
futura deteccéo viral bem como a coleta por puncdo venosa a vacuo do sangue
periférico para estudo de genotipagem dos polimorfismos.

Apoés a coleta do esfregaco com escova ginecoldgica (cytobrush), a mesma
foi quebrada e acondicionada em tubos de polietilenos contendo solugdo tampéo
fosfato-salino (PBS) e levadas ao laboratério onde foram estocadas em -20 °C para
posterior processamento.

As pacientes foram entdo solicitadas a doarem uma amostra de sangue, a
gual consistiu de aproximadamente 5 ml de sangue periférico colhida por puncéo

venosa.

4.4 — Extracdo do DNA, Deteccao e Tipificacdo do DNA Viral

O DNA das amostras foi previamente extraido utilizando-se o GenomicPrep
Blood DNA isolation kit (Amersham Bioscience) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As amostras foram também submetidas a deteccdo de Papilomavirus
humano através da técnica da PCR (polymerase chain reaction — reacdo em cadeia
da polimerase) convencional, baseada na amplificacdo do gene codificador da L1
usando primers consenso e degenerados (MY09/MY11l) (Tabela 2). Em seguida
foram realizadas reacfes de amplificacdo para a tipificacdo de HPV utilizando
primers especificos para os HPV 16, 18, 31 e 33 (Tabela 2). As amostras foram
submetidas ao sequenciamento automatico para confirmagcédo da presenca e do tipo
de HPV pelo método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABlI PRISM
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied

Biosystems®), através da colaboracao com a plataforma multiusuaria de
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sequenciamento e analise de expresséo génica do CCB-UFPE e FIOCRUZ — Aggeu
Magalhaes, utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied
Biosystem®), de acordo com os padrdes estabelecidos nesta unidade.

Tabela 2 - Primers utilizados para deteccdo e tipificacao do Papilomavirus humano (Adaptado de
KARLSEN et al., 1996).

Tipo Primer Sequéncia do Primer (5’- 3’) Fragmento
gerado (pb)

HPV MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 445-499
HPV MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 445-499

Pri TCAAAAGCCACTGTGTCC TGA 119
HPV 16 Pr2 CGTGTTCTTGATGATCTGCAA

Pri CCGAGCACGACAGGAACGACT 172
HPV 18 Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT

Pri CTACAGTAAGCATTGTGCTATGC 153
HPV 31 Pr2 ACGTAATGGAGAGGTTGCAATAACCC

Pri AACGCCATGAGAGGACACAAG 211
HPV 33 Pr2 ACACATAAACGAACTGTGGTG

4.5 - Analise Genética

4.5.1 — Genotipagem do polimorfismo T309G de MDM2

A genotipagem do polimorfismo T309G do gene MDM2 foi realizada através
da amplificacdo pela técnica de PCR, seguida de digestdo enzimatica do produto
amplificado.

Para a reacao de PCR foram utilizados: 50 ng de DNA gendmico, 20 pmol de
cada oligonucleotideo (Tabela 3), 0,1 mM de cada dNTP, tampéo 1x (50 mM KCI, 10
mM Tris HCI e 0,1% Triton X-100), 1 mM MgCI2 e 1 unidade de Tag polymerase.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador Biocycler MG96+ nas

seguintes condicdes: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para a desnaturacao inicial do
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material genémico, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 66,5°C por 40 segundos,
72°C por 45 segundos para amplificacdo do segmento génico de interesse e 1 ciclo
de 72°C por 10 minutos para a extensdo final do fragmento. O produto da
amplificacdo foi digerido com enzima de restricdo Pstl a 37°C por 16 horas. Em
seguida, o produto foi analisado em gel de agarose 2% corado com brometo de
etideo. Os tamanhos dos fragmentos gerados relacionados com o genoétipo estéo

ilustrados esquematicamente na figura 14.

1T TG GG
121pb  —> | I
104pb —> [ [
17pb —> I L 1

Figura 14: Representacdo esquematica do polimorfismo T309G do gene MDM2 ap6s amplificacéo e
digestdo com enzima Pstl.

4.5.2. Genotipagem do polimorfismo SNPC590T de WAF1

A genotipagem do polimorfismo C590T do gene WAF1 foi realizada por meio
da técnica de RFLP, que consiste de amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR

seguida de digestdo enzimatica.

A reacdo de PCR foi realizada utilizando: 50 ng de DNA gendmico, 20 pmol
de cada oligonucleotideo (Tabela 3), 0,1 mM de cada dNTP, tampéao 1x (50 mM KCl,
10 mM Tris HCI e 0,1% Triton X-100), 1 mM MgCI2 e 1 unidade de Taq polymerase.

A reacado de amplificacdo foi realizada em termociclador Biocycler MG96+ nas
seguintes condicdes: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos para a desnaturagéo inicial do
material genémico, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 66°C por 45 segundos, 72°C por

1 minuto para amplificacdo do segmento génico de interesse e 1 ciclo de 72°C por 5
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minutos para a extenséo final do fragmento. O produto da amplificacéo foi digerido
com enzima de restricdo Pstl a 37°C por 16 horas. Em seguida, o produto foi
analisado em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. Os Fragmentos
gerados e correlacionados com o0 genotipo estdo esquematicamente ilustrados na
figura 15.

Tabela 3: Relacdo dos oligonucleotideos (primers) utilizados para analise dos polimorfismos.

GENE  POLIMORFISMO OLIGONUCLEOTIDEO AUTOR
WAFL  \oeegoT 5-CCCAGGGAAGGGTGTCCTG-3’ Santos et
(p21) 5-GGGCGGCCAGGGTATGTAC-3’ al.(2006)
5-GATTTCGGACGGCTCTCGCGGC-3 Ma et al.
MDM2 NPT
SNPT309G 5-CATCCGGACCTCCCGCGCTG-3 (2006)
CcC CT TT
298pb  —> I L
170pb  — — L
128 pb —» L

Figura 15: Representac@o esquematica do polimorfismo C590T do gene WAF1 apds amplificacéo e
digestdo com enzima Pstl.

4.6. Andlise Estatistica

4.6.1. Dados sécio-demograficos
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Para a analise das caracteristicas socio-demograficas foi realizado teste de
qui-quadrado de Pearson (x°). Para valores em cada casela da tabela de
contingéncia inferiores a 10 foi utilizado teste G de aderéncia. Para tal, foi utilizado o
programa BioEstat versao 5.0.

4.6.2 - Polimorfismos

Tanto as frequéncias dos alelos como dos diferentes gendétipos foram
testadas para verificar se estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg através do
programa Genotype Transposer versao 1.0.

Para verificar a possivel associacdo dos polimorfimos com o
desenvolvimento das lesbes cervicais foi utilizado o programa R versédo 2.13.0.
Frequencias alélicas e genotipicas dos polimorfismos foram calculadas pela
contagem direta. O teste exato de Fisher foi usado para avaliar diferencas entre
proporgdes. O risco relativo foi expresso em termo de “odds ratios” (OR) e intervalo
de confianca de 95% (95% CI). Valores de p <0.05 foram considerados

estatisticamente significantes.



47

5. RESULTADOS

5.1 — Caracterizagdo da Amostra

5.1.1 - Anélise da amostra total

Analisando toda a amostra de pacientes participantes do estudo, observou-se
gue a media da idade das pacientes foi de 37 + 11,05 anos. A faixa etaria entre 10 e
29 anos foi a mais frequente (31%, 27 pacientes), seguida da faixa etaria entre 30 a
39 anos (27%, 23 pacientes) e da faixa etaria entre 40 a 49 anos (27%, 23
pacientes) e por ultimo a faixa etaria entre 50 a 59 anos (15%, 13 pacientes) Figura
16.

Idade

B 10- 29 anos
m 30-39 anos
m 40 - 49 anos
m 30-59 anos

Figura 16 — O gréfico mostra a frequéncia das pacientes nos diferentes grupos etarios.Em azul,
pacientes com idades entre 10 e 29 anos, 31%. Em vermelho, pacientes com idades
entre 30 e 39 anos, 27%. Em verde, pacientes com idades entre 40 e 49 anos de idade,
27%. Em roxo, pacientes entre 50 e 59 anos de idade.

Do total, 78% das pacientes declararam ndo serem fumantes, 16%

atualmente fumam e 6% foram fumantes. Figura 17.
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Tabagismo

m Fumantes
m MNaofumantes

Ex-fumantes

Figura 17 — Grupo de pacientes divido em ndo fumantes, fumantes e ex-fumantes. Em verde,
percentagem das pacientesndo fumantes, 78%. Em roxo, percentagem das pacientes
fumantes, 16% e em amarelo, a percentagem das ex-fumantes, 6%.

Em relacdo a etnia, 36 pacientes sao pardas (42,35%), 31 pacientes
(36,47%) sao brancas, 15 pacientes (17,74%) sao negras e 3 pacientes (3,52%) séo
da cor amarela. Com relacédo a idade da primeira relacao sexual, 67 pacientes (65%)
declararam ter iniciado a vida sexual entre 15 e 20 anos, 15 pacientes (14,56%)

apos os 21 anos e 21 pacientes (20,38%) antes dos 14 anos. Figura 18.

Idade da 1a Relagdo Sexual

Até os 14 anos
W 15-20 anos

W Apartirdos 21 anos

Figura 18 — Percentagem das pacientes em relacdo a Idade da 12 relagdo sexual. Em amarelo
pacientes que iniciaram a vida sexual até os 14 anos, 20,38%. Em marrom pacientes
gue iniciaram a vida sexual entre 15 e 20 anos, 67%. Em verde, pacientes que tiveram
a primeira relacao sexual depois dos 21 anos de idade, 14,56%.
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Quanto ao numero de parceiros, 60 pacientes (67%) afirmaram ter tido até
dois parceiros e 30 (33%) haviam tido trés ou mais parceiros (variando de trés a
mais de dez). Figura 19.

Numerode parceiros

WAte 2

3 ou mais

Figura 19 — Percentagem das pacientes em relacdo ao nimero de parceiros sexuais. Em azul
pacientes que tiveram até 2 parceiros sexuais, 67%. Em vermelho pacientes que

tiveram 3 ou mais parceiros sexuais, 33%.

A maioria das pacientes 54 (67,5%) relatou ndo fazer uso de preservativos
enquanto que apenas 26 (32,5%) afirmaram fazer uso do mesmo. Figura 20.

Uso de preservativo

m Usa
m MNao Usa

Figura 20 — Percentagem das pacientes em relagdo ao uso de preservativos. Em azul pacientes

usam preservativo, 32,5%. Em vermelho pacientes que ndo usam preservativo, 67,5%.
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Em relacdo ao uso de anticoncepcional, apenas 22 (24%) pacientes faziam

uso enquanto 70 (76%) n&o usavam. Figura 21.

Uso de anticoncepcional

i Usa

4 Naousa

Figura 21 — Percentagem das pacientes em relacdo ao uso de anticoncepcional. Em laranja escuro
pacientes que usam anticoncepcional, 24%. Em laranja clarao pacientes que ndo usam

anticoncepcional, 76%%.

Em relacédo ao numero de partos, 59 pacientes (75%) tiveram 1 ou 2 partos e
20 pacientes (25%) tiveram mais de 3 partos. Figura 22.

Partos

Mlou?2
>3

Figura 22 — Percentagem das pacientes em relacdo ao nimero de partos. Em amarelo pacientes que

tiveram mais de 3 partos, 25%. Em roxo, pacientes que tiveram de 1 a 2 partos, 75%.
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Com relagédo ao estado civil, 25 pacientes (28%) s&o solteiras, 58 (66%)

casadas, 4 (5%) vilvas e apenas 1 (1%) divorciada. Figura 23.

Estado Civil

5% 1%

M Solteiras
M Casadas
m Vidvas

M Divorciada

Figura 23 — Percentagem das pacientes em relacéo ao estado civil. Em vermelho, pacientes casadas,
66%. Em azul, pacientes solteiras, 28%. Em verde, pacientes vilvas, 5% e em roxo,

pacientes divorciadas, 1%.

Entre as pacientes HPV positivas, 40 (44%) séo infectadas pelos HPV tipo 16,
11% infectadas com HPV 31 e 45% infectadas com outros tipos de HPV (6,11 53,
58, 61, 70, 81). Figura 24.
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HPV positivas

B HPV16

B HPV31

Outrostipos de
HPV(6,11,53,58,61,70,81)

Figura 24 — O grafico acima mostra a percentagem das pacientesinfectadas com HPV. Em azul,
pacientes infectadas com o tipo 16, 44%. Em vermelho, pacientes infectadas com o tipo

31, 11%. Em verde, pacientes infectadas com outros tipos de HPV, 45%.

Das amostras infectadas por HPV 16, 30% apresentaram co-infeccdo com o0s
tipos 11, 31, 58, 61 e 70.

5.1.2 - Andlise da amostra por grupos

A tabela 4 mostra as caracteristicas clinicas e socio-demograficas entre os
grupos classificados de acordo com a presenca ou auséncia de lesées. No grupo
controle foram incluidas as pacientes HPV positivas que ndo apresentavam lesdes
cervicais. No grupo de casos foram incluidos lesGes de baixo grau (26 pacientes) e
lesdes de alto grau (29 pacientes).

Dentre as caracteristicas clinicas e socio-demogréaficas das pacientes,
observou-se variacdo etaria de 16 a 58 anos. Diferenca significante foi observada
entre 0os grupos estudados em relacdo a idade das pacientes (p = 0.01). Em
mulheres com lesdes cervicais, a faixa etaria mais frequente foi entre 10 e 29 anos
(22 pacientes, 42%).
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Com relacdo ao tabagismo, constatou-se maior niumero de mulheres néo
fumantes nos dois grupos estudados, ndo se observando diferenca significante tais
grupos (p = 0.07).

Quanto a idade da primeira relacdo sexual, verificou-se que a maioria das
pacientes teve seu primeiro intercurso sexual entre 15 e 20 anos nos dois grupos em
estudo.

No que se refere ao niUmero de parceiros sexuais, a maioria das pacientes
tiveram até dois parceiros ao longo da vida nos dois grupos, 0s quais nao
apresentaram diferencga significativa entre eles (p = 0.81).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos em relacéo ao
uso de preservativos (p = 0.55). Constatou-se maior nimero de mulheres que nao
usavam preservativos nos dois grupos estudados.

A maior parte das pacientes também nao fazia uso de anticoncepcional tanto
nos controles quanto nos casos, nao observando diferenca significante entre os
grupos (p=0.22).

Quanto ao numero de partos, ndo se observou diferenca significante entre os
grupos (p = 0.13). Houve maior numero de mulheres com até trés partos, em ambos
0S grupos.

Houve maior nimero de mulheres casadas tanto nos controles quanto nos
casos, nao observando diferenca significante entre os grupos (p = 0.31).

Quanto ao tipo de HPV, observou-se diferenca significativa entre os grupos (p
< 0.0001). Constatou-se que entre as pacientes com lesdes cervicais, o0 HPV16

apresentou maior frequéncia (60% 35 pacientes).
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Tabela 4: Caracteristicas clinicas-biologicas e sécio-demograficas das pacientes de acordo com a
presenca ou auséncia de leséo.

Caracteristicas Controle Casos P
n % n %
Idade Total
10 - 29 anos 5 15 22 42 27
30 — 39 anos 9 27 14 27 23 0.01*
40 - 49 anos 10 30 13 24 23
50 — 60 anos 9 28 4 7 13
Total 33 100 53 100 86
Tabagismo
Fumantes 6 18,18 9 15 15
Nao fumantes 27 82 46 75 73 0.07*
Ex fumantes 0 0 6 10 6
Total 33 100 61 100 94
Idade da 1° relacdo sexual
<14 3 9,37 18 25 21
15-20 23 71,87 44 62 67 0.14*
>21 6 18,75 9 13 15
Total 32 100 71 100 103
Nimero de parceiros
<2 23 70 37 65 60 0.81
>3 10 30 20 35 30
Total 33 100 57 100 90
Uso de preservativo
Usa 9 27 17 36 26 0.55
Nao usa 24 73 30 64 54
Total 33 100 47 100 80
Uso de anticoncepcional
Usa 5 15 17 29 22 0.22
Nao usa 28 85 42 71 70
Total 33 100 59 100 92
NUumero de partos
<3 28 85 31 67 59 0.13
>3 5 15 15 33 20
Total 33 100 46 100 79
Estado civil
Solteira 13 40 12 21,81 25 0.31*
Casada 18 54 40 72,72 58
Divorciada 0 0 1 1,81 1
Vildva 2 6 2 36,36 4
Total 33 100 55 100 88
Tipos de HPV
HPV 16 5 15 35 60 40
HPV 31 2 6 8 14 10 <0.0001*
Outros tipos 26 79 15 26 41
Total 33 100 58 100 91

* Teste — G de aderéncia. p <0.05 - estatisticamente significante
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5.2 — Analise genética

Toda a populacéo estudada encontrou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. A
analise do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada por meio do teste de qui-
guadrado no grupo de casos, lesbes de baixo grau (LSIL), lesdes de alto grau (HSIL)
e controles para todos os polimorfismos estudados. Em todos os grupos as
freqUéncias dos alelos e gendtipos ndo mostraram diferencas significativas entre as

frequéncias esperadas e observadas (Tabela 5).

Tabela 5: Valores de p e X2 para as andlises do equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos controles,
casos, lesBes de baixo e alto graus.

Polimorfismo Controles Casos LSIL HSIL

T309G p=0.77 p=0.53 p=0.42 p=0.95
rs2279744) x? = 0.08 x*=0.38 x*=0.63 x*=0.00
SNPC590T p=0.59 p=0.24 p=0.37 p=0.44

(rs1059234)  x*=0.28 x*=1.33 x°=0.77 x*=0.57
p = do teste de qui-quadrado. x° = qui-quadrado

5.2.1. Polimorfismo T309G do gene MDM2

A anélise do polimorfismo T309G do gene MDM2 ndo mostrou associacao
entre seus alelos e gendtipos nos grupos de casos comparados aos controles, que
consistiam de amostras de pacientes HPV negativas livres de lesdes cervicais (p =
0.73 e p = 0.66) (tabela 6).

Estratificando para os tipos de lesBes (LSIL e HSIL) comparados aos
controles ndo se observou diferenca estatisticamente significante entre as
freqiéncias alélicas e genotipicas. (p =1 e p = 0.79; p = 0.69 e p = 1). Esses
resultados sugerem que o alelo G ndo esta associado ao desenvolvimento de lesdes

cervicais na populacdo estudada.
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5.2.2 - polimorfismo SNPC590T de WAF1

Comparando as frequéncias alélicas e genotipicas do grupo de casos ao
grupo de controles, ndo se observaram diferencas estatisticamente significantes
entre elas (p =0.47 e p=0.39) (Tabela 6).

Estratificando o grupo de casos em relacdo ao grau das lesdes também nédo
se observou diferencas estatisticamente significantes entre as frequéncias alélicas e
genotipicas do grupo de lesdes cervicais de baixo grau (LSIL) comparadas ao grupo
controle (p = 0.39 e p = 0.43) (Tabela 6) bem como do grupo de lesbes cervicais de
alto grau (HSIL) comparadas ao grupo controle (p = 0.53 e p = 0.61) (Tabela 6).
Esses resultados sugerem que o alelo T ndo esta associado com o desenvolvimento
de lesdes cervicais de baixo e alto graus em mulheres HPV positivas quando

comparadas a mulheres HPV positivas sem les6es nas amostras estudadas.



57

Tabela 6: Distribuicdo dos alelos e gendtipos do polimorfismo T309G do gene MDM2 e C590T do gene WAF1 entre os grupos casos, LSIL, HSIL

comparados aos controles.

POLIMORFISMOS CONTROLES CASOS LSIL HSIL

MDM2 T309G

Alelos (n=36) (n=55) (n=26) (n=29)

T 50 (70%) 80 (73%) OR=1 37 (71%) OR=1 43 (74%)0OR=1

G 22 (30%) 30 (27%) OR=0.85 CI=0.42 - 1.73 15 (29%) OR=0.92 CI=0.38 —2.15 15 (26%) OR=0.79 CI=0.33 — 1.83
p=0.73 p=1 p=0.69

Gendtipos

TT 17 (48%) 30 (55%)0R =1 14 (54%) OR=1 16 (55%) OR=1

TG+GG 19 (52%) 25 (45%) OR=0.77 CI=0.30 — 194 12 (46%) OR=0.77 Cl= 0.24 — 13 (45%) OR=0.96 CI=0.51 — 1.81
p=0.66 2.36 p=0.79 p=1

WAF1C 590T

Alelos (n=37) (n=54) (n=26) (n=28)

C 59 (80%) 80 (74%) OR=1 38 (73%) OR=1 42 (75%) OR=1

T 15 (20%) 28 (26%)OR=1.37 CI=0.64 — 3.03 p=0.47 14 (27%) OR=1.41 CI=0.57 - 3.62 14 (25%) OR=1.30 CI=0.52 - 3.25

p=0.39 p=0.53

Gendtipos

CcC 23 (62) 28 (52%) OR=1 13 (50%) OR=1 15 (54%) OR=1

CT+TT 14 (38) 26 (48%) OR=1.51 CI=0.60 - 3.92 13 (50%)OR=1.62 CI=0.52-5.11 13 (46%) OR=1.41 CI=0.46 — 4.32

p=0.39

p=0.43

p=0.61

p <0.05 - estatisticamente significante. OR — odds Ratio. 95% CI — intervalo de confian¢a 95%
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6. DISCUSSAO

O céncer cervical € considerado a causa mais letal dos céanceres
ginecoldgicos. O principal fator de risco para o desenvolvimento desta doenga como
também suas lesdes precursoras, € a infec¢do pelo Papilomavirus Humano - HPV
(RICHAR; BARRON, 1969), a qual por si s6, nao é suficiente para o
desenvolvimento do cancer, fazendo-se necessaria a participacdo de co-fatores
ambientais e genéticos que contribuem para a persisténcia da infec¢do viral
(CASTLE et al., 2002).

Na literatura é descrito que a faixa etaria mais susceptivel as infec¢des por
HPV é na terceira década, apresentando um pico de 23,6% e um decréscimo apos
os 30 anos de idade (CLAVEL et al, 2001), e que a prevaléncia da infec¢ao por HPV
€ maior em mulheres entre 14 e 24 anos, sofrendo um declino com o aumento da
idade (DUNNE et al, 2007). Os nossos resultados fortalecem esta teoria por ter sido
observado que mulheres na faixa etaria entre 10 e 29 anos de idade se mostraram
mais susceptiveis ao desenvolvimento de lesdes cervicais, enquanto que mulheres

entre 50 a 59 anos mostraram-se menos susceptiveis.

A associacdo entre tabagismo e lesbes cervicais ndao foi estatisticamente
significante neste trabalho, ndo representando um fator de risco para o
desenvolvimento de lesdes cervicais, 0 que contraria estudos realizados
anteriormente. O risco de desenvolver lesbes cervicais em mulheres fumantes e que
mastigam o fumo vai de moderado a alto (KAPEU et al., 2009), sendo até 27 vezes
maior (GUNELL, 2007) do que em mulheres que ndo fumam. Além disso, a infeccao
por HPV dura em média 8,5 meses em pacientes que nunca fumaram e 10,7 meses
em pacientes fumantes (GIULIANO et al., 2002). A baixa frequéncia de lesdes
cervicais em pacientes fumantes encontrada neste estudo pode ser devido ao

tamanho da amostra analisada.

No presente estudo, o inicio da atividade sexual entre 15 e 20 anos foi mais
frequente entre pacientes com lesGes cervicais, porém a diferenca ndo foi
significante. Os estudos apontam para o inicio precoce de relacdes sexuais como um

fator de risco para o desenvolvimento de lesdes e cancer cervicais (FREGA et al.,
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2003; PLUMMER et al., 2011; SANJOSE et al., 2008), devido ao maior o tempo de
exposicdo ao virus (PLUMMER et al., 2011).

Dados da literatura relacionam o comportamento sexual ao risco de infeccéo
por HPV e, consequentemente ao desenvolvimento de lesdes cervicais (BOSCH,;
IFTNER 2005; HO et al, 2002; SILVA et al, 2006). Os riscos da infec¢do é quatro
vezes maior para pacientes que tiveram niumero elevado de parceiros num periodo
de cinco anos (ALMONTE et al, 2011). Porém, o nimero de parceiros sexuais das
pacientes desse estudo ndo constituiu um fator de risco para lesdes cervicais.
Acredita-se que as informacgdes cedidas pelas pacientes deste estudo, referente ao
namero de parceiros sexuais, esteja subestimada pelo fato das mesmas se sentirem

constrangidas em revelar que tiveram acima de dois parceiros.

O desenvolvimento de lesdes cervicais foi maior em pacientes que n&o faziam
uso de preservativos, apesar de a diferenca nao ter sido significante no presente
estudo. O uso de preservativo na reducdo da infeccdo por HPV é discutivel. Alguns
autores sugerem que 0 uso de preservativo ndo reduz os riscos para infecgcdes por
HPV (HO et al., 1998; KJAER et al., 2000; WINER et al., 2003). O uso inapropriado
do preservativo pode estar associado a falha na protecéao contra infeccées por HPV,
pois o virus pode ser transmitido através do contato sexual ndo penetrante (WINER
et al., 2003). Contudo, Winer et al. (2006) observou que a incidéncia de infeccdo em
pacientes cujos parceiros usavam preservativo durante toda a relacdo sexual foi de
37,8 por 100 pacientes, enquanto gque em pacientes cujos parceiros usavam
preservativo menos que 5% do tempo a incidéncia de infeccéo foi de 89,3 por 100

pacientes.

A associacdo do uso do anticoncepcional com o desenvolvimento de lesGes
cervicais é discutivel. No presente estudo, o uso de anticoncepcional ndo se
apresentou como fator de risco para lesdo cervical, embora tenha sido mais
frequente entre pacientes com lesdes cervicais, confirmando os resultados obtidos
por Castle et al. (2002) e Hildesheim et al. (2001). Contudo, o uso de
anticoncepcional oral tem sido associado a infeccdo por HPV bem como ao
desenvolvimento de lesbes cervicais (LI et al., 2010; SMITH et al., 2003). Segundo
GADDUCCI et al., 2011, o risco relativo de lesdo e cancer cervical aumenta com a

duragéo do uso do anticoncepcional. O uso de anticoncepcional por menos de 5



60

anos representa um risco de 1.1, entre 5 a 9 anos de uso, 0 risco sobe para 1.6 e

para uso por 10 anos ou mais, o risco passa para 2.2 (SMITH et al., 2003).

Neste trabalho, multiparidade ndo representou fator de risco para lesdes
cervicais, apesar da maior frequéncia de multiparas ter ocorrido entre 0s casos.
Resultados semelhantes foram descritos por Castle et al. (2002) e Li et al. (2010).
Contudo, resultados obtidos por Castellsagué; Munoz (2003) sugeriram que alta
paridade atua como co-fator que modulam o risco de progressao para lesdes e
cancer cervicais. Hildesheim et al. (2001) encontraram que 44% das lesdes cervicais
podem ser atribuidas a multiparidade.

Neste estudo, o HPV-16 foi o tipo mais prevalente entre pacientes com lesdes
cervicais com frequéncia de 35%, seguida pelo HPV-31 com frequéncia de 8%. Os
tipos 18 e 33 n&o foram encontrados nas pacientes deste estudo. Mundialmente, o
tipo 16 € o mais prevalente, o qual foi detectado em aproximadamente 40% das
lesdes cervicais, salvo na Indonésia, onde prevalece o tipo 18 (BOSCH et al., 1995;
LI et al., 2010). Na América do Sul a maior prevaléncia € do tipo 16, seguida do tipo
18, 45,31 e 33 (BOSH et al., 1995). No Brasil, a maior prevaléncia também € do tipo
16, seguido dos tipos 18, 31 e 33. Em Pernambuco, segundo Baldez da Silva, et al.
(2009), o tipo 16 é o mais prevalente seguido dos tipos 31, 33 e 18, resultado
discordante daquele obtido por Lima et al. (2011), onde o tipo 18 € 0 mais prevalente
depois do HPV-16, seguido dos tipos 31 e 33.

Além dos co-fatores ambientais, caracteristicas individuais, como variacdes
genéticas, também séo consideradas co-fatores importantes na susceptibilidade ao
cancer cervical. Assim, como fatores preditivos, € de grande importancia estudar e

entender o papel de polimorfismos na susceptibilidade a lesées e ao cancer cervical.

No presente trabalho foi avaliada a associacéo entre polimorfismos T309G do
gene MDMZ2 e o risco de desenvolver lesdes cervicais e a susceptibilidade ao cancer

cervical em pacientes HPV positivas.

O gene MDM2 codifica para a oncoproteina de 90-kDa, mdm2, a qual se liga
especificamente a proteina p53 e inativa sua atividade supressora de tumor (CHEN,
et al., 1993; FREEDMAN et al., 1999). Ao mesmo tempo em que regula os niveis de

p53 na célula, MDM2 tem sua expressao ativada pela p53.
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Bond et al. (2004) utilizando pacientes com cancer hereditario — sindrome de
Li-Fraumeni — e sarcomas esporadicos de tecido mole, observou que SNP na regido
promotora de MDM2 estava associado com a formagdo de tumores tanto
hereditarios quanto esporadicos.

Estudos epidemiologicos tém avaliado a associacdo entre o polimorfismo
T309G de MDM2 e o risco de diferentes tipos de cancer. Porém, existem poucos
estudos que se propdem avaliar a relacdo deste polimorfismo com lesGes e cancer
cervicais. O presente trabalho € o segundo realizado no Brasil até o momento. A
frequéncia do alelo G neste estudo foi de apenas 27% em pacientes com lesdes
cervicais em oposicdo a frequéncia encontra nos controles, que foi de 30%, nao
observando diferencas significantes entre eles. Resultado semelhante foi obtido por
Meissner et al. (2007) que avaliaram a presenca do polimorfismo em pacientes do
estado do Rio Grande do Norte, Brasil. A frequéncia do alelo G foi maior nos
controles do que em lesdes cervicais malignas, ndo havendo diferencas significantes
entre eles. Embora uma alta freqiiéncia do alelo G (47.9%) tenha sido detectada em
descendentes africanos mistos quando comparados com descendentes europeus

(34.6%), tal diferenca nao foi significante.

Porém, Nunobiki et al. (2010) demonstraram haver um aumento no risco para
gendtipos TG+GG em lesdes cervicais comparados aos controles de pacientes
infectados com HPV. A frequéncia do alelo G foi de 52,8% nos controles, 49,4% em
lesdes cervicais de baixo grau (LSIL) e 54,9% em lesdes cervicais de alto grau
(HSIL). A diferenca entre eles foi significante, sugerindo uma associacdo de T309G

MDM2 com a carcinogénese cervical na populacao japonesa.

Wasielewski et al. (2007) observaram que SNP309 MDM2 estava envolvido
com a aceleracéo da carcinogénese de mama em mulheres holandesas. Além disso,
0 genodtipo GG também estd associado com o risco de carcinoma hepatocelular em
pacientes japoneses com hepatite C crénica (DHAREL et al., 2006), bem como com
um aumento no risco para cancer renal e um progndéstico sombrio e baixa sobrevida
em pacientes acometidos com esta doenca (HIRATA et al., 2007). Polimorfismos
T309G MDM2 estéo associados ao aumento no risco (OR=4.26) de desenvolvimento
de osteosarcoma de alto grau em mulheres italianas. Tal resultado confirma a idéia
de que o estrogénio pode desempenhar um papel na capacidade do alelo G na

formacéo de osteosarcoma em mulheres (TOFFOLI et al., 2011).
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Proteina mdm2 foi detectada através de ensaio de imunohistoquimica em
13% dos portadores do gendtipo TT, 26% em portadores do gendtipo TG e 50% em
portadores do genoétipo GG com céancer renal (HIRATA et al., 2007). Além disso, a
super expressao de MDM2 também foi detectada em carcinomas cervicais
(SKOMENDAL et al., 1999). Tais resultados mostram que a proteina mdmz2 pode ter

um papel importante nesses tipos de canceres.

A proteina mdm2 codificada pela variante homozigota (GG) pode marcar a
p53 mais eficientemente para degradacao do que a proteina mdm2 codificada pelo
gendtipo TT (BOERSMA et al., 2006). SNP309 MDM2 mostrou uma associagdo
significante com a sobrevida global de pacientes com cancer de pulmédo de células
nao pequenas por parecer modificar a via supressora de tumor da p53. Pacientes
com genotipos TG e GG mostraram ter uma sobrevida global significativamente mais
curta do que aqueles com genoétipos TT e apresentaram também menor

superexpressao de TP53 do que portadores do gendtipo TT (HAN et al., 2008).

Em contraste, outros estudos tém mostrado que o alelo G esta associado com
0 risco reduzido de alguns tipos de cancer como de pulmao (LI et al.,, 2006),
carcinoma oral de células escamosas em pacientes infectados por HPV (CHEN et
al., 2010) e cancer do colo retal (TALSETH et al., 2007).

Diferencas existentes entre os resultados deste trabalho e a literatura podem
ser associadas ao numero limitado de amostras analisadas e/ou ao fato de que
polimorfismos genéticos geralmente variam entre grupos de populacdes de
diferentes regides geograficas (MEISSNER et al.,, 2007). Em nosso estudo, néo
houve evidencia para o envolvimento do polimorfismo T309G MDM2 com o

desenvolvimento de lesdes cervicais e a susceptibilidade ao cancer cervical.

Além do polimorfismo T309G MDMZ2, este trabalho também avaliou a relacao

do polimorfismo C590T WAF1 com a susceptibilidade a lesdes e ao cancer cervicais.

O gene WAF1 codifica para a proteina p21 a qual desempenha um papel
importante na supressao da proliferacdo celular (GOROSPE; WANG; HOLBROOK,
1999). Esse gene ¢é transativado pela proteina supressora de tumor, p53.
Polimorfismos na regiao 3’'UTR de WAF1 podem causar uma instabilidade no RNAm
e favorecer sua rapida degradacéo, pois sabe-se que a sequéncia de DNA existente
nessa regiao determina a estabilidade do RNAmM (CHEN; AMARA; WRIGHT, 1993;



63

HAO; BALTIMORE, 2009; LAGUETTE et al., 2011). Assim, a auséncia da proteina
p21 pode afetar negativamente a parada do ciclo celular na fase G1 em resposta a
um dano no DNA. Devido ao fato dos polimorfismos no cédon 31 e na regido 3’'UTR
se segregarem juntos (FANCHER et al., 1997; SHIOHARA et al., 1994), a maioria
dos trabalhos se detém apenas ao estudo do polimorfismo no cédon 31, o qual,
segundo Konishi et al. (2000), parece ser apenas um espectador e que o sitio 3’'UTR
ligado firmemente ao sitio do cédon 31 pode estar envolvido na associacdo a

tumorigéneses.

Polimorfismos no gene WAF1 tem sido relacionado ao aumento do risco de
cancer em alguns, mas ndo em todos os estudos realizados. Tais polimorfismos
foram associados a susceptibilidade ao cancer endometrial na populacdo japonesa e
koreana (HACHIYA et al.,, 1999; ROH et al.,, 2004), ao céancer de prostata na
populacdo caucasiana (KIBEL et al., 2003), cancer de mama em africanas-
americanas e latinas (KESHAVA et al., 2002) e chinesas no periodo pré-menopausa
(MA et al., 2006), ao risco de desenvolver cancer esofagico (WU et al., 2003);
adenocarcinoma de préstada e carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (FACHER et al., 1997).

Xi et al. (2004) ndo encontraram associagcdo com 0 aumento do risco de
cancer gastrico intestinal bem como as lesbes precursoras em pacientes chineses.
Num estudo com 113 tumores de pele ndo houve associacdo com polimorfismos no
gene WAF1 entre pacientes japoneses (KONISHI et al.,, 2000). A auséncia de
associacdo deste polimorfismo também foi observada em tumores de ovarios
(MILNER et al., 1996; SANTOS et al., 2006), tumores de pele (KONISHI et al.,

2000), com o risco de cancer colorretal (LIU et al., 2009).

A auséncia de alteracdbes em WAF1l em um grande numero de tumores
malignos humanos sugere que mutacdes em WAF1 podem ndo desempenhar um
papel importante no inicio ou na progressdo da malignidade (SHIOHARA et al.,
1994).

No presente trabalho, nenhuma associacdo entre polimorfismo C590T no
gene WAF1 e lesdes cervicais foi observado, concordando com os resultados
obtidos por Kim et al. (2001) que estudaram a relacdo destes polimorfismos com o
risco de desenvolver cancer da cérvice em mulheres koreanas, somando aos

achados de Santos et al. (2006), que ndo encontraram associagao ao estudarem
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pacientes européias. No entanto, os resultados deste trabalho diferiram daqueles
obtidos por Tian et al. (2010), os quais sugeriram que polimorfismo em WAF1 atua
como um fator genético de risco para desenvolvimento de carcinoma de células
escamosas da cérvice quando comparados aos controles que nao apresentavam

lesdes.

Neste trabalho, a variante T n&o resultou em nenhum efeito sobre a
susceptibilidade a lesbes cervicais. Segundo Shiohara et al. (1994), a auséncia de
alteracdo em WAF1 pode ser atribuida ao fato de que mutacdes e inativacdes nesse
gene sejam catastroficas, resultando na morte da célula. Dessa maneira, se tal

alteracao ocorrer em neoplasias humanas, deve ser um evento raro.

Portanto, polimorfismos em MDM2 e WAF1 tém sido associados com alguns
tipos de cénceres e suas lesdes precursoras. Assim, com base nessas evidéncias,
este trabalho se propoés a investigar se polimorfismos nestes genes em conjunto com
a presenca do Papilomavirus humano podem ter um papel importante no aumento
da susceptibilidade a lesdes e, consequentemente, ao cancer cervical. Neste estudo,
para cada polimorfismo analisado, ndo foi observado associacdo com as lesdes
cervicais em pacientes com HPV da amostra estudada. Sendo esses resultados
sugestivos de que polimorfismos T309G do gene MDM2 e C590T do gene WAF1
nao sao fatores de risco para a susceptibilidade a lesdes cervicais pré-malignas e

malignas em pacientes HPV positivas na amostra estudada.
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7 - CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos deste estudo conclui-se que polimorfismos T309G
MDM2 e C590T WAF1 néo estédo relacionados com o aumento da susceptibilidade
as lesBes e cancer cervicais em pacientes infectadas pelo HPV nas amostras

analisadas.
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