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RESUMO

O cancer de colo do dutero apresenta distribuicio a nivel mundial,
correspondendo ao quarto mais incidente entre as mulheres. Esta associado a
infeccdo prévia pelo Papillomavirus Humano (HPV) em quase a totalidade dos
casos. Diversos cofatores atuam em consonancia ao HPV para o surgimento
de lesGes cervicais e posterior carcinoma. Importante destague como cofator
deve ser dado as metaloproteinases de matriz (MMP), enzimas proteoliticas
que participam da lise tanto de componentes da matriz extracelular (MEC),
COmo 0S que nao pertencem a matriz. Particularmente a MMP-2 tem destaque
relevante no cancer cervical, por favorecer a progressao de lesdes in situ para
a invasao ao lisar a membrana basal. Polimorfismos na regido promotora desse
gene tém sido associados ao aumento do risco da progressdo do cancer e
formacdo de metastases. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a possivel
associacdo dos polimorfismos de base uUnica (SNP) -1306C/T e -735C/T,
presentes na regido promotora do gene da MMP-2 em lesBes cervicais em
mulheres de dois Estados da regido Nordeste do Brasil. Foram avaliados 52
casos de lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e 67 lesdes intraepiteliais
de alto grau (HSIL) para o polimorfismo -1306 C/T. Enquanto que 63 casos de
LSIL e 73 casos de HSIL foram selecionados para a avaliacdo do SNP -
735C/T. 95 casos com citologia normal foram selecionados como grupo
controle do -1306C/T e 91 casos para o -735 C/T. A amplificacdo génica e
posterior genotipagem foram feitas por meio de PCR-RFLP, com o uso das
enzimas Pvu Il e Hinf I, para os SNP-1306C/T e -735C/T, respectivamente. A
MMP-2 C1306T nao apresentou associacao significativa entre os grupos LSIL e
o controle (p=0,17340R=0.37; 95 % CI=0.3-1.58). Assim como entre 0S grupos
controle e HSIL (p=0,7118 OR=0.08; 95 % CI=0.93-3.3). O mesmo foi
observado para a avaliacdo do MMP-2 C735T, pois ndo foi encontrada
associacao significativa entre o grupo LSIL e o controle (p=0,7948; OR=0,94;
95 % CI=0,56-2,15), bem como entre o grupo HSIL e o controle (p=0,7398;
OR=1,07; 95 % CI=0,50-1,64). A presenca do gendtipo TT no modelo recessivo
apresentou-se como fator protetor da progressdo das lesdes cervicais
(p=0,03566; OR=0,66; 95 % CI=0,10-0,96). Em relagdo ao wuso de
contraceptivo oral como cofator, ndo foram encontradas associacdes, tanto
entre os casos LSIL (p=0,370 OR=0.65; 95 % CI=0.35-1.93) e HSIL (p=0,6527;
OR=0.08; 95 % CI=0.93-3.3) -1306C/T, quanto para os casos LSIL (p=0,57649;
OR=0,9; 95% CI=0.60-2.54) e HSIL (p=0,6269; OR= 0,74; 95% CI=0.47-1.57)
do -735C/T. A associacdo entre a infeccdo pelo HPV e os genoétipos C735T e
C1306T néao foi significativa (p >0,05). No presente estudo, apenas a presenca
do gendtipo TT do MMP-2 C735T apresentou relevancia estatistica como fator
protetor da progressao das lesdes cervicais para a malignidade.

Palavras chave: Lesédo Cervical. Metaloproteinase de matriz 2. Polimorfismo.
Papillomavirus Humano.



ABSTRACT

Cervical cancer is a global health problem being the fourth most incident cancer
in women. This type of cancer is associated with prior infection with Human
Papillomavirus (HPV) in almost all cases. Some cofactors act with HPV in the
development of lesions and posterior cervical carcinoma. An important cofactor
are matrix metalloproteinases (MMP). Proteolytic enzymes that participate in
the lysis component of the extracellular matrix (ECM). Particularly MMP-2
excels in cervical cancer progression by promoting the intraepithelial lesions to
invasion due to lysis of the basal membrane. Polymorphisms in the promoter
region of the MMP-2 gene has been associated with increased risk of
progression to cancer and metastasis. This study aimed to evaluate the
possible association of single nucleotide polymorphisms (SNP) -1306C / T and -
735C / T, present in the promoter region of the MMP-2 gene in cervical lesions
in women in States of northeastern Brazil. We evaluated 52 cases of low grade
intraepithelial lesions (LSIL) and 67 cases of high grade (HSIL) for the
polymorphism -1306 C/T. While other 63 LSIL cases and 73 HSIL cases were
evaluated for SNP -735C/T. 95 cases with normal cytology were selected with
the control group -1306C / T and 91 cases for the -735 C / T. Gene amplification
and subsequent genotyping were performed by PCR-RFLP. For this we used
the restriction enzyme Pvu Il (for SNP-1306C / T) and Hinf | (for SNP -735C /
T). The MMP-2 C1306T showed no significant association between the LSIL
group and the control (p = 0,17340R = 0:37; 95% CI = 0.3-1.58). As well as
between the control group and HSIL (p = 0.7118 OR = 0:08; 95% CI = 0.93-
3.3). The same was observed for the evaluation of MMP-2 compared C735T
LSIL group and the control group (p = 0.7948, OR = 0.94; 95% CI = 0.56 to
2.15). There was also no association between HSIL group and the control (p =
0.7398; OR =1.07; 95% CI = 0.50 to 1.64). The presence of the TT genotype in
recessive model was presented as a protective factor in the progression of
cervical lesions (p = 0.03566; OR = 0.66; 95% CI = .10-.96). Regarding the use
of oral contraceptive as a cofactor, no significant associations found between
LSIL cases (p = 0.370 OR = 0.65; 95% CI = 0.35-1.93) and HSIL (p = 0.6527;
OR = 0:08; 95% CI = 0.93-3.3) from -1306C / T group, as well as LSIL (p =
0.57649; OR = 0.9; 95% CI = 0.60-2.54) and HSIL (p = 0.6269, OR = 0 74; 95%
Cl = 0:47 to 1:57) of -735C / T group. The association between HPV infection
and the C735T and C1306T genotypes was not significant (p> 0.05). In the
present study, only the presence of the TT genotype of MMP-2 C735T showed
statistically significant protective factor in the progression of cervical lesions to
malignancy.

Keywords: Cervical Lesion. Matrix metalloproteinase 2. Polymorphism. Human
Papillomavirus.
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1. APRESENTACAO

A neoplasia do colo uterino desponta como uma das principais causas
de cancer e o6bitos em mulheres em todo o mundo (WHO, 2014). Uma
significativa representagdo dessa incidéncia concentra-se nos paises em
desenvolvimento, com cerca de 85% de todos os diagnosticos reportados
(WHO, 2013).

No Brasil, nos ultimos quatro anos, houve um discreto decréscimo no
que diz respeito aos novos diagnésticos, de 17.530/100 mil (9.3%) para 15.590/
100 mil (5.7%), caindo da posicao de segundo para terceiro entre as neoplasias
femininas (INCA, 2011, 2014).

O desenvolvimento das lesfes intra-epiteliais e carcinoma escamoso
tém a etiologia comprovada e em quase a totalidade dos casos ha uma
infeccdo prévia e persistente pelo Papilomavirus humano (HPV) de alto risco, o
gue geralmente acontece nos primeiros anos da vida sexual (ZUR HAUSEN,
1991, 2002).

No entanto, isoladamente a presenca viral ndao assegura a
carcinogénese cervical (MATSUMOTO & YOSHIKAWA, 2013). Diversos
cofatores atuam em consonancia aos mecanismos virais, a fim de estabelecer
a iniciacdo da neoplasia do colo uterino (GREEN et al, 2007;APPLEBY et al,
2009) .

Compondo parte importante dos cofatores destaca-se a acdo da familia
das metaloproteinases de matriz (MMP) (MILES & SIKES, 2014). Essas
importantes enzimas proteoliticas atuam no remodelamento da matriz
extracelular na homeostase (NISSINEN & KAHARI, 2014), manutencdo e
progressdo da massa tumoral, com dissolucdo da matriz extracelular (MEC),
liberacdo de fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas, formacao de
metastase e no recrutamento de células endoteliais na angiogénese (GHOSH
et al., 2014; YADAV et al., 2013). Nas neoplasias compdem o microambiente
heterogéneo em que se insere o tumor neoplasico (ZHANG et al., 2014).

Na progressdo do cancer cervical, a atuacdo das MMP se da em
especial pela acdo da metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) (BALTAZAR-
RODRIGUEZ et al., 2008). Trabalhos prévios tém demonstrado uma forte

associacdo entre a expressao crescente da MMP-2 com o aumento da
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invasividade das células tumorais cervicais (TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005;
DERYUGINA; QUIGLEY, 2006;), bem como aumento na expressdo de mRNA
proporcionais ao estagio do tumor, diferentemente da relagdo inversa a
expectativa de sobrevida das pacientes (DAVIDSON et al., 1999).

Determinadas particularidades inerentes ao hospedeiro, como a
presenca de polimorfismos genéticos podem participar como cofatores
individuais na facilitagdo do desenvolvimento tumoral, atuando em conjunto
com 0s oncogenes virais na progressao do tumor (XIE et al., 2015).

No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos que se debrucam em
avaliar a associacdo de polimorfismos de base Unica na regido promotora do
gene da MMP-2 na progressdo da carcinogénese cervical, bem como a
avaliacao do seu possivel potencial como alvo terapéutico.

Desta maneira, o presente trabalho propde-se a avaliar a contribuicéo
dos polimorfismos -1306 C/T e -735 C/T para o risco de desenvolvimento de

lesGes intraepiteliais e carcinoma cervical.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Epidemiologia do Cancer de Colo de Utero

A despeito dos dados epidemiolégicos terem demonstrado uma
diminuicdo das taxas de novos casos de cancer cervical nas ultimas trés
décadas, a incidéncia do cancer de colo do utero permanece elevada (WHO,
2014).

Com aproximadamente 528.000 novos casos e, cerca de 266.000
mortes estimadas para o0 ano de 2012, o cancer cervical figura como a quarta
causa neoplasica de maior incidéncia em mulheres ao redor do mundo (WHO,
2013, 2014), sendo as areas de maior representatividade de novos
diagndésticos, com mais de 85% dos casos, aquelas ocupadas pelos paises em
desenvolvimento (WHO, 2014). Quando avaliados apenas os dados desses
paises, o céancer cervical desponta como a segunda causa neoplasica em
mulheres com 445.000 casos (FERLAY et al., 2015).

As regibes em desenvolvimento que correspondem a América do Sul
(20,4/100,000), Centro-Sul da Asia (19,3/100,000), Melanésia (33,3/100,000),
Africa Oriental (42,7/100,000), Sul da Africa (31,5/100,000) e Africa Central
(30,6 /100,000), apresentam taxas de incidéncia para a neoplasia do colo
superiores as que sao estimadas a nivel mundial (14/ 100,000) (FERLAY et al.,
2015) (figura 1).
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Figura 1. Estimativa do cancer cervical no mundo para o ano de 2012. Adaptado de World
Health Organization (WHO), 2015 & Ferlay et al, 2015.

Os altos indices de incidéncia e mortalidade pelo cancer cervical em
nacfes menos desenvolvidas tornam-se mais evidentes quando comparados
com a distinta realidade apresentada pelas nacfes desenvolvidas, onde o

cancer de colo ocupa apenas a 11° posicdo (FERLAY et al., 2015). (Figura 2).
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Figura 2. Estimativas dos numeros (milhares) de novos casos de cancer (incidéncia) e mortes
(mortalidade) em mulheres em regi6es mais desenvolvidas e menos desenvolvidas. Adaptado
de FERLAY et al, 2015. *Sistema Nervoso Central.
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Esse perfil dispar nos dados do cancer de colo entre os diferentes perfis
de desenvolvimento das nacdes traduz diretamente os esforcos e a
organizacdo dos respectivos sistemas de saude em atuar no carater preventivo
da doenca, ao investir em amplos programas de rastreio e prevencao das
lesBes iniciais do colo uterino (WHO, 2013, 2014).

Atrelados ao estado de pobreza da populacdo, a baixa escolaridade, o
comportamento sexual e aos habitos de higiene, funcionam esses como
critérios sécio-demograficos que influenciam a atual conjuntura da situacéo
epidemioldgica do cancer cervical em escala global (CAPOTE NEGRIN, 2015).

Quando analisado o atual panorama do continente americano, mais de
83.000 novos casos foram diagnosticados e aproximadamente 36.000 mortes
para o ano de 2012 (PAHO, 2013a). Nas proporcdes de evolucdo atuais sao
estimados um acréscimo de 45% das mortes para o ano de 2030 em todo o
continente (PAHO, 2013a).

No entanto, os indices de morbidade e mortalidade na América do Norte
sao inferiores aos mesmos parametros avaliados na América Latina e Caribe,
sendo 0s numeros proporcionais de mortalidade na regido Norte trés vezes
menores que no restante do continente, reflexo direto da organizacao,
integralidade e qualidade de acesso ao diagndstico e tratamento precoces das
lesBes cervicais iniciais (PAHO, 2013b).

Apesar dos dados desfavoraveis, taxas de mortalidade tém sofrido
significativo decréscimo desde o inicio dos anos 2000 em 12 paises. Com
particular destaque para o Panaméa e México, com reducdo da mortalidade de
-5,3% e -4,6%, respectivamente (PAHO, 2013b).

A semelhanga do que tem ocorrido nesses paises, no Brasil os indices
de incidéncia e mortalidade vém apresentando um singelo decréscimo de 9.3%
para 5.7% de novos casos estimados no ano de 2014, o que corresponde
agora ao terceiro caso de cancer mais incidente em mulheres brasileiras
(INCA, 2014) (figura 3).
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Localizagao primaria casos %
Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Colon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.580 5,7%
Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.930 0%
Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Estdmago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.000 2,2%
Qvario 5.680 2,1%
Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4.320 1,6%

Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para o ano de 2014, exceto pele ndo melanoma. Adaptado de INCA, 2014.

A incidéncia do céancer cervical demonstra-se heterogénea nas
diferentes regides do pais, sendo o tipo de cancer feminino mais incidente na
regido Norte (19,0%), segundo colocado nas regides Nordeste (10,4%) e
Centro-Oeste (8,1%). Nas quartas e quintas posi¢cdes nas regides Sudeste
(3,1%) e Sul (4,7%) (INCA, 2014).

Essas taxas corroboram inversamente ao indice de desenvolvimento
humano (IDH) brasileiro, o que reflete as disparidades existentes no cuidado
preventivo com a saude entre as regides, além do carater indicativo de baixo
desenvolvimento as quais as estimativas diagnosticas de cancer cervical
podem estar associadas (PINTO; COSTA; MARQUES, 2013; CAPOTE
NEGRIN, 2015) .

2.2. Papilomavirus humano (HPV): Ciclo Viral e Carcinogénese Cervical

O Papilomavirus humano (HPV) consiste em um virus de 52 a 55 nm de
didmetro, ndo envelopado e com estrutura capsular em formato icosaédrico
(SANTOS-LOPEZ et al., 2015). E formado por uma dupla fita de DNA circular
de aproximadamente 8 Kb de tamanho, podendo ser dividido em trés regides:
regido dos genes de expressdo precoce, do inglés E “early”, regido dos genes
de expressdo tardia, do inglés “ate” e a longa regido de controle
(LCR)(BIRYUKOV; MEYERS, 2015; ZUR HAUSEN, 2002).

A regido precoce codifica seis comuns ORFs (Open Read Frame): E1,

E2, E4, E5, E6 e 0 E7. A regido tardia que codifica as regides génicas de
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leitura em L1 e L2, é responsavel pela sintese das proteinas do capsideo
(GURGEL et al., 2015). A longa regido de controle € responsavel pela origem
da replicacédo viral e contém sitios de ligagdo de vérios fatores de ligacdo, mas
ndo detém a funcdo de codificacdo de proteina (VENUTI et al., 2011;
WILLIAMS et al., 2011).

Até o momento sdo conhecidos mais de 200 diferentes genotipos de
HPV, baseado nas variacdes presentes na sequéncia do gene L1 do virus
(HALFON et al., 2013). Cerca de 40 afetam o trato genital feminino e destes, 15
sdo considerados de alto risco para o desenvolvimento de lesGes cervicais e 0
cancer de colo uterino (MOODY:; LAIMINS, 2010; CHAGAS et al., 2013a).

Os gendétipos de baixo risco oncogénico sdo 0s responsaveis pelo
aparecimento das verrugas genitais, mais conhecidos como condilomas
acuminados, sendo os tipos virais 6 e 11 de baixo risco mais frequentes. Os
virus também podem ser classificados de acordo com o seu tropismo em:
cutaneotrdpico (que infectam a epiderme) e mucosotrépicos (que infectam as
mucosas em geral) (IARC, 2007; UCAKAR et al., 2014).

Dos tipos de alto risco, o HPV16, HPV18, HPV31l e HPV33 estdo
associados com quase 80% de todos os casos de carcinoma cervical a nivel
mundial (SERRANO et al., 2015).

No Nordeste brasileiro, a distribuicdo viral apresenta um perfil genotipico
ligeiramente diferenciado, com incidéncia elevada para os HPV58 e HPV35,
além dos tipos supracitados. No Estado de Pernambuco, o HPV 18 apresenta-
se em poucos casos de carcinoma cervical diagnosticados (CHAGAS et al.,
2013a; FERNANDES et al., 2014; NUNES et al., 2014).

No trato genital feminino o virus tem como porta de entrada o epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado, localizado no colo do Utero,
precisamente nas ceélulas basais do epitélio (ZUR HAUSEN, 2002). Essas se
tornam expostas por meio de microfissuras no epitélio que sdo provocadas nas
relacdes sexuais ou por traumas mecéanicos (DOORBAR et al., 2012).

Seguindo a infeccdo, os oncogenes virais induzem a reentrada das
células parabasais na fase S do ciclo celular para replicar genomas de HPV em
um processo chamado amplificacéo, produzindo aproximadamente 200 copias

do virus por célula na forma epissomal, mantendo desta maneira uma
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expressao limitada dos genes E5, E6 e E7 (HELLNER; MUNGER, 2011;
WILLIAMS et al., 2011; DOORBAR et al., 2012).

Ao se dividirem, essas células infectadas distribuem equitativamente o
DNA viral entre as células filhas (MOODY & LAIMINS, 2010). Uma das células
filhas migra da camada basal e inicia o processo de diferenciacdo, com a
expressdo das proteinas estruturais de fase tardia (L1 e L2), com a liberacdo
subsequente de particulas virais prontas para infectar outros sitios celulares na
superficie do epitélio (ZUR HAUSEN, 2002). Enquanto a outra célula filha
continua indiferenciada na camada basal, funcionando como reservatorio de
DNA viral (DOORBAR et al., 2012; UCAKAR et al., 2014) (Figura 4).

Entrada
do Virus

Liberagao Viral

Montagem Viral/ é
Liberagao Viral
Amplificagdo Gendmica | t

Manutencdo Genomica/
Proliferagao Celular

Entrada

Manutencdo Genomica BTG P L m e

Zona de Transformagao

Figura 4. Ciclo viral dos HPV de alto risco no cancer de colo uterino. Epitélio
escamoso estratificado da cérvice uterina com uma micro abrasao, e a juncdo esca-
colunar (JEC), sdo os locais de predilecdo da infeccdo inicial do virus por conta da
exposicdo de células com plena atividade mitGtica, as células basais (setas). As
diferentes coloracdes indicam o perfil de expressdo dos genes virais ao longo da
maturacao celular. Ciclo que termina com a liberagdo de novos virions, particula viral
com potencial infeccioso. Adaptado de:DOORBAR et al., 2012.

Estima-se que aproximadamente 80% das mulheres sexualmente ativas
entrem em contato com o HPV ao longo da vida. No entanto, a maioria das
infec¢bes pelo virus sofre remissdo espontanea por clearence imune, 0 que
pode levar de meses a anos, ou ainda, o virus pode permanecer de forma
latente no hospedeiro sem chegar a causar nenhum tipo de atipia tecidual
(EINSTEIN et al., 2009; DA SILVA et al., 2014;).
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O grande fator de risco para a carcinogénese cervical reside na
persisténcia do virus no organismo hospedeiro, com posterior transformacéao
celular maligna (DOORBAR et al., 2012). A permanéncia da infeccdo é
alcancada por meio de mecanismos refinados de escape imune e
imunossupressao, lancados pelo HPV, que atuam na supressdo de diversas
vias imunes, como a cascata proteica pelas células de Langherhans e de
proteinas do complexo principal de histocompatibilidade de classe 1 (MHC de
classe 1) (EINSTEIN et al., 2009; DA SILVA et al., 2014, 2015;).

Estima-se que apenas de 4-8% das mulheres infectadas pelo HPV irdo
desenvolver uma lesdo pré-neoplasica (WHO, 2013). Isso ocorre devido a
transformacao maligna celular, que acontece quando o DNA viral sofre uma
linearizacdo do genoma mediante a clivagem e perda dos genes que controlam
a replicacéo viral, e posterior integralizacdo do genoma do virus ao DNA do
hospedeiro (BOSCH et al., 2001; UCAKAR et al., 2014) .

Os genes E1 e E2 sao responsaveis por controlar a replicacdo viral, ja
gue sao o0s unicos com capacidade de codificar fatores de transcricdo e atuar
diretamente ligando-se a varias regifes reguladoras da LCR (DOORBAR et al.,
2012; GALLOWAY & LAIMINS, 2015).

A perda dos genes E1 e E2 e a integralizagcdo dos genomas conduz o
genoma viral a uma desregulacdo e conseguinte amplificacdo da capacidade
proliferativa dos demais genes de fase precoce, em especial os genes E6 e E7,
uma etapa crucial na génese do cancer cervical (MOODY & LAIMINS, 2010;
DOORBAR, 2015) .

Os aumentos intra-celulares dos produtos dos genes E6 e E7 induzem a
proliferagdo e desregulacdo do ciclo celular o que leva a formacédo de
rearranjos, aneuploidias e muta¢gdes que podem levar ao desenvolvimento de
modificacdes malignas nas células do hospedeiro (ZUR HAUSEN, 2002; DE
FREITAS; COIMBRA; LEITAO, 2014).

A oncoproteina E7 tem como principal alvo na célula o gene RB1, que é
um supressor de tumor localizado no cromossomo 13gl4, que tem como
produto a proteina celular do retinoblastoma (pRb). O gene do retinoblastoma
esta deletado ou mutado em muitas linhagens celulares tumorais (ASIH et al.,
2015; DOORBAR, 2015).
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A pRb normalmente previne a célula da entrada no ciclo celular e regula
a transicédo da fase G1/S. Durante essa fase, a pRb encontra-se ligada ao fator
de transcricdo E2F, o qual atua na regido promotora de diversos genes
envolvidos com a progresséao do ciclo celular, diferenciacdo, mitose e apoptose
(ZUR HAUSEN, 2002; NAVARRO et al., 2013; DAS et al., 2015).

Na etapa final da fase G1, a pRb é fosforilada por meio da atividade de
ciclinas dependentes de quinase (CDK), o que leva a ruptura do complexo pRb-
E2F, permitindo a continuidade do ciclo. Nesse ponto, a oncoproteina E7 liga-
se a pRb, impedindo o retorno do E2F ao ocupar o seu sitio de ligacédo, acéo
que promove a expressdo continua do E2F e a passagem prematura da fase
G1/S. (MOODY & LAIMINS, 2010; NAVARRO et al., 2013).

Adicionalmente, o E7 interfere na atividade dos inibidores de CDK
(CDKIl), a p21 e p27, que sao importantes reguladores do ciclo celular durante
o processo de diferenciacdo epitelial. O principal alvo desses inibidores de
quinase sdo as ciclinas A e E, respectivamente. Essas Ultimas estao envolvidas
na liberacdo da passagem da fase G1/S, por meio da regulacdo da atividade
catalitica da CDK2 nessa fase do ciclo (MOODY:; LAIMINS, 2010; SANTO; SIU;
RAJE, 2015).

A oncoproteina E7 liga seus dominios carboxi-termnais as CDKI, p21 e
p27, neutralizando desta forma as suas funcdes inibitérias sobre as ciclinas A e
E. Ligacdo essa que mantém os niveis elevados de CDK2, permitindo a
continua passagem do ciclo (YAN et al, 2010; PORTARI et al., 2013,
ZIVADINOVIC et al., 2014). Como demonstrado na figura 5 abaixo.
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Figura 5. Representagdo dos mecanismos oncogénicos utilizados pela proteina viral
E7 para burlar os mecanismos de controle do ciclo da fase G1/S. A imagem a
esquerda representa o funcionamento dos mecanismos homeostaticos de controle da
progressao do ciclo celular. A pRb permanece ligada ao fator de transcricdo E2F até o
final da fase G1. Assim como, as proteinas p21 e p27 mantém as ciclinas A e E,
respectivamente, ligadas as CDKs impedindo a progresséo do ciclo celular para a fase
S. A imagem a direita ilustra 0 mecanismo de atuagdo da oncoproteina E7 no ciclo
celular. O E7 liga-se a proteina pRb de forma permanente, impedindo o retorno do
fator E2F ao pRb e permitindo a continua transcricdo do DNA hospedeiro. As CDKIls
séo neutralizadas pelo HPV de alto risco por meio da ligacdo aos dominios carboxi-
terminais de E7, o0 que permite a continua progressao do ciclo celular. Fonte: Autora.

O E7 também contribui para a imortalizacéo celular através da interacéo
com proteinas histonas deacetilases (HDACs). A ligacdo entre as proteinas
ocorre em sitios distintos daquele usados para interagir com a pRb. Dessa
forma, reprime a atuacdo das HDACSs, o que facilita a ligacdo de fatores de
transcricdo a sequéncias promotoras do DNA do hospedeiro (LONGWORTH &
LAIMINS, 2004; LONGWORTH; WILSON; LAIMINS, 2005; MOODY &
LAIMINS, 2010).

Um dos principais efeitos da atuagdo do complexo pRb-E7 é o aumento
da expressao da proteina supressora de tumor p53, a qual exerce atividade ao
detectar eventuais danos que possam ocorrer ao DNA nos pontos de
checagem do ciclo (checkpoints). A p53 conduz a célula para a correcdo da
mutacao através da ativacdo de mecanismos proteicos de reparo ou a inducéo

a apoptose. Atividade essa, que impede diretamente as intencOes de



27

imortalizacdo celular dos queratindcitos pela acdo da oncoproteina viral E7
(SINGH; PATEL,; PATEL, 2015; NATARAJAN et al., 2016).

Concomitante aos aumentos celulares de p53, ha o estimulo pelo
aumento da expressao proteica da E6, que interfere diretamente nas funcfes
protetoras da p53 (GANTI et al., 2015). A oncoproteina E6 atua ao recrutar a
ubiquitina E3 ligase associada a proteina E6 (E6AP), seguida pela
ubiquitinacdo e posterior degradacdo proteossdbmica da proteina p53
(BERNARD et al., 2011; RASTOGI et al., 2015).

A auséncia da p53 resulta na resisténcia da célula a apoptose e o
aumento da instabilidade cromossémica por acimulo de muta¢cdes no genoma
da célula hospedeira (ZUR HAUSEN, 2002; BUITRAGO-PEREZ et al., 2009;
KENNEDY et al., 2014) (Figura 6).

Ciclo Celular p53 Ciclo Celular E6/E7 HPV
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Figura 6. Representagdo dos mecanismos oncogénicos utilizados pela proteina viral
E6 para burlar os mecanismos de controle do ciclo da fase G1/S, ao estimular a
degradacdo da proteina supressora de tumor p53. As alteragcbes nos pontos de
checagem do ciclo celular pelo E6 s&o refletidas no aumento concomitante da p53,
gue inibe a progresséo da divisao celular, bem como, encaminha a célula mutada para
a apoptose (imagem a esquerda). No entanto, esse mecanismo de controle dispara a
magquinaria oncogénica de atuagdo da proteina E6. Esta, estimula a formagédo do
complexo de ubiquitinacdo E6AP que ligar-se-4 a proteina p53 formando um complexo
ubiquitina ligase que é posteriormente degradado, impedindo a correcao dos erros de
transcricdo e permitindo a continua progressao do ciclo (imagem a direira). Fonte:
Autora.
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2.3. Cofatores Associados ao Cancer Cervical

E sabido que a infeccéo e persisténcia do HPV no epitélio cervical é um
fator necessario para o desenvolvimento do cancer de colo do utero. Contudo,
0 longo tempo que decorre entre 0 primeiro contato com o0 virus e 0
aparecimento das primeiras lesdes pré-neoplasicas sugere que cofatores
estejam atrelados como facilitadores dos mecanismos oncogénicos do
Papilomavirus humano (DE FREITAS et al., 2012; CHAGAS et al., 2013b).

Diversos trabalhos tém sugerido que o0 wuso prolongado de
anticonceptivos orais, tabagismo, co-infeccées por Chlamydia trachomatis e
Herpes simplex, determinados grupos do HLA e componentes genéticos devem
estar associados a infeccdo viral para que as lesdes pré-neoplasicas e o
cancer possam se estabelecer (MORENO et al.,, 2002; MATSUMOTO et al.,
2003; CASTELLSAGUE; MUNOZ; OTHERS, 2003; EINSTEIN et al., 2009).

Em relacdo ao tabagismo, estudos do tipo caso controle tém
demonstrado a elevacédo do risco no desenvolvimento de carcinoma escamoso
em mulheres HPV positivas que tém o habito de fumar (CASTELLSAGUE;
MURNOZ; OTHERS, 2003). Sendo o risco estimado de duas a cinco vezes
maior em relacdo aquelas que nunca haviam fumado (RAJKUMAR et al.,
2006).

Uma das hipoteses lancadas € a de que o uso do tabaco interfere na
imunidade. Isso porque, hd uma diminuicdo da atividade das células de
Langherhans, principais células da resposta inata na mucosa cervical. Da
mesma maneira o tabaco modula negativamente a atividade e liberacdo de
mediadores quimicos, como as citocinas (CASTELLSAGUE; MUNOZ;
OTHERS, 2003; CHAGAS et al., 2013b).

Além disso, resultados recentes tém demonstrado uma associacdo
significativa entre a presenca de polimorfismos nos receptores Toll-Like em
pacientes tabagistas, com diagnostico de carcinoma cervical, em relacdo ao
grupo controle ndo fumante (ZIDI et al., 2015). Em conjunto, esses achados
sustentam a possibilidade de ser o tabaco, o fator de risco mais relevante para
o desenvolvimento da carcinogénese cervical (RIECK; FIANDER, 2006).

A participacdo de outros agentes infecciosos de doencas sexualmente
transmissiveis (DSTs), como a Chlamydia trachomatis e o Herpes simplex, tém
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sido destacada, em especial, na facilitacdo da entrada viral no epitélio
escamoso do colo. Assim como na facilitacdo do escape dos mecanismos de
defesa do hospedeiro na tentativa de deplecdo da infeccdo (SMITH et al.,
2002MATSUMOTO et al., 2003).

A atuacdo da Chlamydia trachomatis como cofator na carcinogénese
cervical tem sido relacionada a sua capacidade de facilitar o encontro do HPV
com as células infectaveis na camada basal de epitélio. Isso porque a lise das
células infectadas faz parte do seu ciclo bioldgico natural (MATSUMOTO et al.,
2003; IGIETSEME et al., 2015).

A infeccdo pela Chlamydia trachomatis também conduz o epitélio
cervical a um estado inflamatério cronico, com intensa producdo de radicais
livres. Em consonancia com uma continua atividade mitética, motivada pelos
fatores de crescimento, estimulados pelo processo metaplasico (BHATLA et al.,
2013; LANJOUW et al., 2015).

Trabalhos conduzidos em diversos paises, avaliaram que o nimero de
pacientes soroprevalentes para o Herpes virus simplex (HSV) tipos 1 e 2 foram
significativamente maiores nos grupos que ja possuiam o carcinoma escamoso
ou 0 adenocarcinoma invasor do que com o grupo controle. Em especial, nos
grupos infectados pelo HSV 2. Sugerindo que a infecgdo por HSV pode atuar
conjuntamente ao HPV e aumentar o risco de desenvolvimento de malignidade
(THOMAS et al., 2001; CAO et al., 2014).

Um trabalho com linhagens celulares de cancer cervical, demonstrou
que o HSV 1 e 2 modularam negativamente a expressao de uma importante
proteina envolvida na protecdo da mucosa cervical, um inibidor de protease de
leucdcito (SLP1). Esta ultima, desempenha atividade antibiética em mucosas,
incluindo a do trato genital inferior. Podendo ser inferido um outro mecanismo
pelo qual o HSV compromete as ac¢des da imunidade inata (JOHN et al., 2005;
FAKIOGLU et al., 2008).

O uso de horménios esteroides exodgenos para fins de contracepcéo
tornou-se popular na década de 1960. Desde entéo, a preocupagéo acerca da
seguridade do seu uso, bem como a adjuvancia do mesmo nas neoplasias vém
sendo o tema de diversos estudos, como a sua associagdo com 0O cancer
cervical e o HPV (VANAKANKOVIT; TANEEPANICHSKUL, 2008).
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Diversos trabalhos avaliaram a possivel influéncia do uso prolongado
dos anticonceptivos orais e o risco de desenvolvimento neoplésico. Foi visto
que h& um aumento do risco em trés vezes no surgimento da carcinogénse
cervical quando o uso do anticonceptivo € feito por cinco anos ou mais
(MORENO et al., 2002; GREEN; OTHERS, 2007; CHAGAS et al., 2013b).

Componentes genéticos do sistema imune também tém sido associados
as chances aumentadas de céancer cervical. Em particular, trabalhos
demonstram particular associacdo dos haplotipos/alelos dos genes do HLA de
classe Il (em particular os haplétipos DQB01, DQB02 e DQBO03) com o cancer
cervical. Contudo, poucos sao os trabalhos que se debrugam no estudo do HLA
classe | e a oncogénese cervical provocada pelo HPV (HILDESHEIM; WANG,
2002; MATSUMOTO; YOSHIKAWA, 2013).

A influéncia de componentes e variantes genéticas presentes no
hospedeiro vém sendo descritos como importantes fatores, junto com o HPV,
na participacdo do desenvolvimento maligno das células do epitélio cervical. No
entanto, poucos trabalhos tém explorado os possiveis papeis desses cofatores,
bem como o papel dos polimorfismos na histéria natural das lesdes cervicais
(LAI et al., 2005; MATSUMOTO; YOSHIKAWA, 2013; MAGANA-CONTRERAS
et al., 2015).

2.4. Metaloproteinases de Matriz (MMP) Estrutura e Ativacdo Enzimatica

A matriz extracelular (MEC) consiste em uma malha tridimensional
composta por componentes celulares e por uma variedade de familias de
moléculas, compreendendo polissacarideos (hialuran e glicosaminoglicanos) e
proteinas fibrosas (elastina, colagenos, laminina, fibronectina) (ORTEGA;
WERB, 2002; BIDAN et al., 2015).

A MEC desempenha importancia primordial na manutencéo dos tecidos,
ao prover a integridade e elasticidades necesséarias ao bom funcionamento das
diferentes estruturas teciduais. Além de estar envolvida como mediadora de
diversos processos bioquimicos, sabidamente existentes entre a MEC e os
tecidos (KARSDAL et al., 2013; SWINEHART; BADYLAK, 2015).

A membrana basal (MB) faz parte de uma especializacdo da MEC, a

chamada matriz pericelular, que participa mais diretamente do contato com as
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células. A MB dispde-se como uma fina camada a qual faz a interface entre o
parénquima tecidual e o tecido conectivo adjacente, jA que funcionalmente
delimita o tecido sob o qual estd assentada, evitando eventuais rupturas
mecanicas. E constituida principalmente pelo colageno tipo IV, a laminina e
entactina/nidogen (KARSDAL et al., 2013; THEOCHARIS et al., 2015).

Podendo a MEC atuar como matriz adesiva, ao funcionar como trilha
para células migratorias e sensora e transdutora de sinal, no processo de
permissividade da diferenciacdo celular, na sinalizacdo intracelular, através da
interacdo com o0s receptores de superficie e modificacbes do citoesqueleto.
Além de ser importante fonte e reguladora de armazenamento de fatores de
crescimento e seus respectivos receptores, mediante interacdo celular
especifica e/ou degradacéao proteolitica, (ROZARIO; DESIMONE, 2010).

Todas essas atividades sdo dependentes diretos da constante
manutencdo e remodelamento da estrutura e abundancia da MEC, que sao
necessarias para a homeostasia tecidual. A degradacdo especifica de
componentes da MEC é feita por cinco familias de proteases distribuidas intra
e extra celularmente, compreendendo: as metaloproteases, as serinas
proteases, as cisteinas proteases, as acido aspartico proteases e as treoninas
proteases (THEOCHARIS et al., 2015).

Em especial, a grande familia de proteases formada pelas
metaloproteinases de matriz (MMP) desempenha importante repercussao
fisiologica ao clivarem especificamente componentes da MEC. Atividades
essas que modulam a biodisponibilidade de fatores de crescimento, a migracao
celular, a angiogénese, entre outros. Além das acdes envolvidas em processos
patologicos, como os presentes na inflamacdo e no cancer (GIANNANDREA;
PARKS, 2014; NISSINEN; KAHARI, 2014; SWINEHART; BADYLAK, 2015).

As MMPs sao enzimas proteoliticas zinco dependentes, pertencente a
superfamilia das metzicinas, capazes de degradar quase todos os elementos
proteicos que compdem a matriz extracelular (MEC). Além das fun¢bes no
remodelamento do espaco intersticial, as MMPs desempenham outros papeis
fundamentais na manutencdo da homeostasia ao atuar na embriogénese,
cicatrizacéo de feridas e angiogénese (VIHINEN and KAHARI, 2002; YADAV et
al, 2014).
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Sao conhecidos até o momento 24 tipos de MMPs diferentes, divididas
em 6 grupos conforme o seu substrato em: colagenases (MMP-1, MMP-8,
MMP-13 e MMP-18), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisinas (MMP-3 e
MMP-10), matrilisinas (MMP-7 e MMP-26), MMPs tipo membrana (MT-MMP-
14, MT-MMP-15, MT-MMP-16, MT-MMP-17, MT-MMP-24 e MT-MMP-25) e
outras MMP (EGBLAD and WERB, 2002; YADAV et al, 2014).

Estruturalmente as MMP sdo proteinas multidominio com uma
composicdo baseada em uma sequéncia de um pro-peptideo, um dominio
catalitico zinco (Zn®*) dependente, uma regido de dobradica ligante de peptideo
e um dominio de hemopexina. Adicionalmente, as MMPs contém um pro-
dominio cisteina interruptor, cujo grupo sulfidrila age como quelante do sitio
ativo de ligacdo ao Zn®**, mantendo desta maneira as MMPs na sua forma de
zimogeno nao ativo (pr6-MMP) (EGEBLAD; WERB, 2002; YOON et al., 2003;
MACCOLL; KHALIL, 2015).

Além de um motivo Zn** ligante, ligado por meio de trés histidinas com
sequéncias conservadas (HEXXHXXGXXH), ha um glutamato e a uma
metionina conservados. Esta Ultima oriunda de uma sequéncia XBMX
(metionina modificada) que se localiza a oito residuos adjacentes a regido
ligante do Zn?** e auxilia a regido que cerceia o dominio Zn?* catalitico (YOON
et al., 2003; MACCOLL; KHALIL, 2015) (Figura 7).

Dominio
Cisteina motivo Catalitico
interruptor 170 aa i
(PRCGXPD) R R
= egidode Hemopexina
Sequencia -SH Ca* Ca?* Dobradica i
Sinal i ' ®
Propeptideo
o Sn,S2,81 81,82, s’ c

15-65aa 200 aa

Zn?*-Sequénciade Ligacao

HEXXHXXGXXH

Figura 7. Imagem representativa da formacdo molecular comum as MMP.
Constituida por um dominio pro-peptideo, um dominio catalitico de ligacdo ao
Zn?*, o qual se liga a uma regido de dobradica que faz a comunicacdo com o
dominio conservado de hemopexina. Adaptado de: (MACCOLL; KHALIL,
2015).
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Essas proteases sdo sintetizadas como pré-pr6-MMP, das quais o
peptideo sinal é removido resultando na forma pr6-MMP, estado ainda inativo.
Para a bioatividade dessas enzimas é necessario a remo¢do enzimatica do
grupo cisteina-sulfidrila ligado ao sitio catalitico Zn** dependente(MACCOLL;
KHALIL, 2015). A maioria das ativacbes das MMP ¢é feita no ambiente
extracelular por outras MMP, com excecao das MT-MMP que tém sua ativagéo
no meio intracelular por serinas proteases ou furinas convertases (PAHWA;
STAWIKOWSKI; FIELDS, 2014).

2.5. MMP Regulacéao, Fisiologia e Carcinogénese

O amplo nicho de atividades desenvolvidas pelas MMP requer um
sistema de regulacao refinado e coordenado por diferentes esferas de controle,
ja que niveis desregulados das metaloproteinas podem representar um risco
elevado a constancia da homeostasia. Os pontos de controle que podem ser
elencados sdo: a regulacdo da expressdo génica (incluindo modificacdes
epigenéticas), a localizacdo celular e tissular de liberacdo da MMP
(compartimentalizacdo), ativacdo da pré-enzima por remocao enzimatica do
pré-dominio, por estresse oxidativo ou fosforilacdo, e inibicdo por inibidores
teciduais de metaloproteinase de matriz, os TIMP (CHANG et al., 2015;
GAFFNEY et al., 2015; NAVRATILOVA; KOLEK; PETREK, 2015).

Os controles na expressao génica podem atuar a nivel de regulacao
transcricionais e p0@s transcricionais, ao modular os niveis de mRNA por meio
de citocinas e miRNA. Como no caso do uso da IL-10 no tratamento de
osteoartrite, ao aumentar os niveis de expressdo do mRNA de MMP-13, bem
como ao elevar os niveis de expressao proteica da MMP. Em contrapartida,
niveis dos miRNA-411 e miRNAa-222 estdo associados a baixos niveis de
expressdo das MMP em patologias que envolvem as MMP de natureza
inflamatoria (SONG et al., 2015; WANG et al., 2015).

No cerne da epigenética, alteracbes do balanco MMP/TIMP por
modificacdbes nos niveis de DNA metiltransferases (DNMTSs), enzima
responsavel por metilar uma citosina em citosina-fosfato-guanosina (CpG) e
provocar, dessa maneira, um silenciamento da expressao génica (RASOOL et
al., 2015).
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Em especial, a diminuicdo da atividade da DNMT1, por conseguinte a
reducédo da hipermetilagdo do DNA, permite o restabelecimento do equilibrio da
atividade entre as metaloproteinases e seus inbidores (TIMP) na diminuicdo da
fibrose renovascular, nos casos de doencas renais crénicas (PUSHPAKUMAR
et al., 2015).

A localizacdo de liberagédo das MMP no espaco pericelular, bem como a
sua associacao a proteinas ou glicoproteinas celulares, também interferem na
sua ativacdo e otimizacdo da capacidade proteolitica e especificidade
(GAFFNEY et al., 2015). Exemplos dessa relacdo podem ser demonstrados
pela interacdo e ativacdo da MMP-1 apdés ligacdo ao dominio | das integrinas
al e a2. Assim como, o aumento da invasividade tumoral quando a MMP-9
associa-se ao CD44 em um modelo experimental com murinos (STRICKER et
al., 2001; YU; STAMENKOVIC, 2000).

A atividade das MMP é estreitamente regulada por inibidores endégenos
em fluidos (a—macroglobulina e trombospondina-2) e os tecido especificos —
inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP) e o RECK (MELDOLESI, 2015;
NAVRATILOVA; KOLEK; PETREK, 2015).

A a—macroglobulina € um inibidor de amplo espectro que se concentra
nos fluidos teciduais e sangue. Que ao ligar-se a MMP forma um complexo
com 0s receptores scavengers na superficie celular, que posteriormente é
endocitado e degradado intracelularmente(EGEBLAD; WERB, 2002).

A atuacdo da a—macroglobulina tem sido associada a atenuacdo da
progressdo da osteoatrite, pelo aumento de sua concentracdo no liquido
sinovial e cartilagem afetados. A trombospondina-2 utiliza o mesmo mecanismo
de inibicdo supracitado, mas atuando na inibicdo das MMP-2 e MMP-9
(LOFFEK; SCHILLING; FRANZKE, 2011; WANG et al., 2014).

Os inibidores teciduais compreendem quatro membros, TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 e TIMP-4, com alta homologia estrutural e que atuam antagonicamente
as MMP, ao formar uma ligacdo especifica e quase sempre irreversivel com
essas proteases (EGEBLAD; WERB, 2002; LIZOTTE-WANIEWSKI; BREW;
HENNEKENS, 2015). O aumento desses inibidores, ou, a superexpressao dos
mesmos, tém sido associados a patologias de natureza inflamatéria como a um
fator protetor e/ou procrastinador da progressdo da doenca (NAVRATILOVA,
KOLEK; PETREK, 2015).
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A expressao desses inibidores nas enfermidades podem ser ilustrada na
formacgéo das placas ateroscleréticas com os niveis de expresséo elevados de
TIMP-1 e baixos niveis de TIMP-2 (DI GREGOLI et al., 2015). Assim como o
TIMP-2, que se apresenta em baixos niveis em criancas que vieram a
desenvolver displasia  broncopulmonar, sugerindo uma associacao
inversamente proporcional entre expressao de inibidor e o risco da doenca
(LEE et al., 2015). O uso de inibidores na terapéutica tem sido incorporado na
pratica clinica, como o TIMP-3 que vem sendo utilizado no tratamento de
doencas cardiacas, ja que tem sido demonstrado como potente atenuador dos
sintomas (LIZOTTE-WANIEWSKI; BREW, HENNEKENS, 2015).
Paradoxalmente, as avaliagbes de TIMP e RECK em neoplasias tém
demonstrado altos niveis de expressdo na presenca de tumores em estadios
mais avancados. Os achados em cancer cervical evidenciam uma alta
expressdo de TIMP e RECK, atingindo seus menores niveis nas lesfes
invasivas e neoplasia intraepitelial cervical 3 (NIC-3). Em contraponto, as
maiores expressdes em NIC-I e cervicite (CARDEAL et al., 2012).

Corroborando com o0s achados previamente descritos, niveis
aumentados de mRNA de TIMP-2 in vitro foram associados ao aumento da
taxa de proliferagcdo celular em tumores de pulméo. Podendo os TIMP
futuramente funcionarem como eficientes biomarcadores do cancer, potenciais
alvos terapéuticos e/ou adjuvantes quimioterapicos (VANDENBROUCKE;
LIBERT, 2014; KIM et al., 2015a; RICCI; BRUZZESE; DI CARLO, 2015).

As atividades fisiolégicas das MMP no remodelamento da MEC tém sido
envolvidas em diferentes contextos fisioldgicos, como na reproducao,
embriogénese, angiogénese, reparo tecidual e interacbes com mecanismos
imunes (STERNLICHT; WERB, 2001; LOFFEK; SCHILLING; FRANZKE, 2011).

Vem sendo descrito que a clivagem de proteinas pelas endopeptidases
permite ndo apenas a producdo de fragmentos proteicos inertes, mas também
a formacado de peptideos ativos com funcdes bioldgicas distintas das funcdes
de seus precursores (PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007).

Como demonstrado na clivagem da laminina-5 pela MMP-2 ao
influenciar a motilidade celular, ao expor ligantes envolvidos no movimento
celular (GIANNELLI et al., 1997). As MMP-1, MMP-2 e MMP-3 foram

associadas a clivagem e ativacao in vitro do fator de crescimento semelhante a
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insulina ligado a proteina 3 (IGFBP-3), que no nucleo age como modulador da
transcricdo génica de outros fatores de crescimento e vitaminas (FOWLKES et
al., 1995; BAXTER, 2015;).

Foi descrito que na embriogénese o0s niveis e ativacdo das MMP-2 e
MMP-9 estdo aumentados, fendbmeno que facilita a implantacdo do trofoblasto
na parede endometrial, em contrapartida aos niveis mais basais dos TIMP-1,
TIMP-2 e TIMP-3, no mesmo evento (FLUHR et al., 2008).

Em pacientes com problemas de fertiidade e inflamacédo cronica
endometrial, as taxas de sucesso na fecundacéo apds tratamento eram baixas.
No entanto, pacientes com as mesmas caracteristicas clinicas, mas com niveis
elevados de MMP-2 e MMP-9 no trato genital, apresentavam maior taxa de
fecundacdo que o grupo anterior. Sugerindo, uma vez mais, o efeito facilitador
desempenhado pelas MMP na implantacdo do trofoblasto na parede
endometrial (YOSHII et al., 2013).

As ag0Oes classicamente conhecidas no reparo de lesdes teciduais, hoje
sdo suplementadas pelas acbes de motilidade celular e potencial em estimular
a angiogénese (LOFFEK; SCHILLING; FRANZKE, 2011; VANDENBROUCKE;
LIBERT, 2014). Como visto em um ensaio de invaséo celular e recomposicao
da MB, onde os niveis de MMP-2 e MMP-9 associados a vimentina estiveram
aumentados durante a invasdo e baixos durante a recomposi¢cdo do epitélio.
Resultados semelhantes foram descritos no reparo de folhetos da valvula
mitral, com aumentos de atividade das MMP-1, MMP-2, MMP-9 e MMP-13 na
area de lesdo e adjacéncias (LOFFEK; SCHILLING; FRANZKE,
2011BLEAKEN; MENKO; WALKER, 2015).

Além das fung¢bes previamente discutidas, as MMP estendem seu papel
ao atuar como moduladores em processos imunes e patoldgicos de natureza
inflamatédria (LOFFEK; SCHILLING; FRANZKE, 2011). Participam na regulacéo
da transmigracdo celular dos vasos para o0s locais focais da inflamacgéo.
Somadas a atuacdo no recrutamento das células, na liberacdo de fatores
quimiotaticos, como as citocinas, e na criacdo de espagos na MEC para a
passagem de células inflamatorias. Além de agir no estimulo da
superexpressao de fatores angiogénicos em processos inflamatorios
(NISSINEN; KAHARI, 2014CHANG et al., 2015).
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Um estudo relacionando a infecgdo fungica por Cryptococcus e a agao
das MMP-3 e MMP-12, descobriu-se como essas endopeptidases podem atuar
na modulacdo da resposta imune. Niveis elevados de expressdo CCL2, potente
fator quimiotatico para macrofagos e neutréfilos, foi associado a niveis
concomitantes da MMP-12. Sugerindo a presenca da MMP como importante
agente potencializador do infiltrado celular e da resposta inflamatoria
(SUPASORN et al., 2015).

De forma mais ampla, diversas MMP podem ser descritas como
participantes desses processos imunes. A MMP-7, por exemplo, esta
associada a opsonizacdo de bactérias, a formacdo da fibrose pulmonar,
enfisema e doenga pulmonar obstrutiva (GIANNANDREA; PARKS, 2014;
NAVRATILOVA; KOLEK; PETREK, 2015; PRIOR et al., 2015).

Em descritos de formacdo de novos vasos em lesfes da cornea, a
participagdo da MMP-14 vem sendo relacionada a superexpressao dos fatores
angiogénicos VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e PDGF (fator de
crescimento derivado de plaquetas) (CHANG et al.,, 2015). Ja em casos de
piora do quadro sintomatolégico da artrite pela exacerbacdo da inflamacao
sinovial, a baixa expressdo da MMP-8 vem sendo associada (GARCIA et al.,
2010).

Os papeis das MMPs no cancer comecaram a ser discutidos a partir de
achados experimentais em fases mais avancadas da doenca, como agentes
facilitadores da formacdo de metastases (COUSSENS; WERB, 1996). Mas a
amplitude de conhecimentos disponiveis nos dias atuais sobre as MMP permite
a real compreensdo sobre a critica desenvoltura dessas proteases na
manutencdo do microambiente tumoral, desde as fases mais iniciais de
formacéo neoplasica (CATHCART; PULKOSKI-GROSS; CAOQO, 2015).

A expressao das metaloproteinases atualmente esta associada a quase
totalidade dos diferentes tipos de cancer, com o aumento da atividade
intimamente correlacionado ao avan¢go dos estadios tumorais, a invasao
tecidual, desenvolvimento de metastases e indicativo de pior prognostico
clinico (EGEBLAD; WERB, 2002).

Contudo, alguns trabalhos tém demonstrado o potencial efeito protetor
de algumas MMP em determinados tipos neoplasicos. A expressdo da MMP-
12, por exemplo, vem sendo destacada como indicativo de bom progndstico em
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tumores de codlon, ja que o decréscimo de VEGF, e por conseguinte, a
formacao de novos vasos que irrigariam o tumor (SAID; RAUFMAN; XIE, 2014;
WILSON et al., 1997). A expressdo de mRNA de MMP-7, por exemplo foi
relatada apenas em tumores iniciais e benignos da linhagem de cdélon em
modelo experimental murino (DECOCK et al., 2011).

Esses achados sdo relevantes do ponto de vista clinico e com
importante perspectiva de aplicabilidade terapéutica. Apesar disso, os trabalhos
com esse escopo sdo realizados de forma mais espacada e apresentam
discordancias nos achados in vivo e in vitro quanto ao real papel das MMP
avaliadas na carcinogénese (DECOCK et al., 2011); necessitando dessa forma,
de avaliagbes mais robustas e com maior diversidade de tipos neoplasicos
estudados.

A despeito desses fatos, os maiores esforcos das pesquisas feitas nos
dltimos anos tem buscado de fato, elucidar e sedimentar o conhecimento
adquirido nas relacdes existentes entre as metaloproteinas e a carcinogénese.
Ja é sabido que diferentemente dos oncogenes classicos, a regulacdo das
MMP no céancer ndo é regida por amplificacdo génica e ativacdo mutacional
(EGEBLAD; WERB, 2002). A superexpressdo estd mais relacionada a
regulacdo transcricional e pdés-transcricionais por fatores de crescimento e
citocinas (STERNLICHT; WERB, 2001).

Isso ndo significa que a presenca de polimorfismos genéticos na regido
promotora das metaloproteinases nédo possa influenciar a transcricdo a
susceptibilidade a progressdo tumoral, como demonstrado em tumores de
mama, estdbmago e colo do utero (CHEN et al.,, 2011; KESH et al., 2015;
MARAL et al., 2015).

Como mencionado anteriormente, o papel das MMP né&o esta resumido
a participacdes nos eventos de invasao e formacdo de metastases. Hoje €
sabido que o envolvimento das MMP é mais complexo e fomenta a
manuten¢do do microambiente tumoral de forma ampla (Figura 6), podendo ser
elencado como atuacdes relevantes na carcinogénese: a participagdo na
regulacdo de fatores de crescimento, na evasao da apoptose, promoc¢ao da
angiogénese e do escape imune (EGEBLAD; WERB, 2002).
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Figura 8. Representagdo dos componentes celulares envolvidos no microambiente
tumoral e as respectivas MMP que liberam no meio extracelular. Adaptado de:
EGEBLAD; WERB, 2002.

A ativacdo de MMP-13 em tumores mamarios foi descrita como ativador
da MMP-9, que por sua vez ativa o TGF-B, importante fator de crescimento
celular e de invasdo em tumores. Levando, nesse caso, ao estimulo da
ostedlise na metéstase 6ssea (NANNURU et al., 2010).

O gene supressor de tumor p53 quando em condi¢cbes normais, parece
modular a expressao de algumas MMP, com o estimulo da expressdo da MMP-
1 e a regulacdo negativa da MMP-9. No entanto, em diversos tipos tumorais a
p53 apresenta-se mutada ou deletada, suplantando dessa forma 0 mecanismo
apoptoético de morte celular (MEYER et al., 2005).

Em um ensaio realizado com linhagem de neoplasia prostatica com a
delecdo de p53, foi demonstrado o0 aumento da expressao e atividade das
MMP-2, MMP-9 e MMP-14. Sendo nesse contexto, 0 escape apoptotico e
aumento concomitante dos niveis de metaloproteinases envolvidos no aumento
das chances de invasao e metastase (WANG et al., 2013).

O sistema imune é o principal articulador das intera¢cdes células/tumores
no microambiente tumoral. O sistema de vigilancia detém a capacidade de
reconhecimento das células neoplasicas. No entanto, o tumor faz uso de

mecanismos moleculares que burlam a imunovigilancia e que garantem a sua
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permanéncia e desenvolvimento, a chamada imunotolerancia (MOON et al.,
2015).

A ativacdo de linfécitos T, importantes efetores da imunidade adquirida,
€ dependente de uma sinalizacdo intermediada pela IL-2 com o fator
transcricional STAT5 (HSIAO et al., 2014). Em um ensaio realizado in vitro foi
proposto a participagdo das MMP-2 e MMP-9 na diminuicdo da expresséo da
IL-2, e por consequéncia, da ativacdo de linfécitos T e acdo de mecanismos
imunes (SHEU et al.,, 2001). Em outro estudo, desta vez com neoplasia
pancreatica, a MMP-9 esteve associada a baixa ativacao das células efetoras
da imunovigilancia, as células NK (células natural killers) (PENG et al., 2014).

A viabilidade do tumor depende diretamente do aporte nutricional e de
oxigénio fornecidos pelo microambiente onde esta inserido. Esse feito sO €&
alcancado pelo fenbmeno da formacdo de novos vasos, estimulados em
grande parte pelo recrutador endotelial VEGF (FU et al., 2015). A liberag&o
desses fatores ocorre mediante estimulo das MMP, em especial da MMP-9 que
€ produzida largamente pelos polimorfonucleares, linfocitos, fibroblastos e
células neoplasicas que estdo presentes no tumor (VERMA et al., 2014). Um
estudo in vitro demonstrou a coexpressdo da MMP-9, do VEGF e TGF-j,
sugerindo a acdo conjunta dessas moléculas na formacédo de novos vasos em
tumores odontolégicos (ZHONG et al., 2015).

As maiores taxas de Obitos ocasionadas pelo cancer estdo associadas
diretamente as complicacdes surgidas pelo desenvolvimento de metastases. O
processo até a sua formacdo compreende diversos passos. Sendo 0s mais
limitantes, o desprendimento da célula da massa tumoral, por clivagem das
moléculas de adeséao celular, como a e-caderina e a clivagem proteolitica da
membrana basal, com consequente invasao das células tumorais nos tecidos
adjacentes (QUIGLEY, 2006; BONALDI et al., 2015; DERYUGINA; FU et al.,
2015; GUAN, 2015).

As MMP-2 e MMP-9 séo relacionadas diretamente a essas etapas ja que
degradam primordialmente o colageno tipo IV, principal constituinte proteico da
membrana basal (BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; RAHIMI; YARI; RAHIMI,
2015), como demonstrado em uma avaliagdo de pacientes pré e poés
menopausadas com diferentes estadios de lesdo do colo. Foi observado um
aumento progressivo das taxas ativas das MMP-2 e MMP-9 de acordo com a
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gravidade do grau histolégico. Sendo os maiores niveis atingidos nos casos de

carcinoma escamoso invasor (GHOSH et al., 2014).

2.6. Metaloproteinase 2 na Carcinogénese Cervical

A MMP-2 é uma colagenase tipo IV, com 72KD, também conhecida
como gelatinase, localiza-se no cromossomo 16. O gene possui 17 kb de
tamanho, com 13 éxons variando em tamanho de 110 a 901pb e 12 introns
com variacao de 175 a 4,350 pb (HUHTALA et al., 1990).

Desempenha importante papel na dissolucdo do colageno tipo IV, maior
componente estrutural da membrana basal (THEOCHARIS et al., 2015). Sua
atuacdo como potencial facilitador do processo metastatico vem sendo
relacionada a progressao tumoral (XIE et al., 2015).

A participacdo da MMP-2 nos processos de progressao do tumor tem
sido bem estabelecida em diversos tipos tumorais por meio de avaliagdes in
Vvivo e in vitro. O aumento da capacidade de invasao (Figura 9) foi verificada em
trabalhos realizados com céancer de proéstata, glioma e em tumores de mama
multi-drogas resistentes (JUNIOR et al., 2015; SUN et al., 2015; ZHANG et al.,
2015).

Figura 9. Representacdo da participagdo MMP-2 na progresséo tumoral. O processo
de progressao tumoral de um carcinoma escamoso in situ para o cancer invasivo, no
cancer de colo do utero. A MMP-2 desempenha papel primordial na clivagem do
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colageno tipo IV da membrana basal, permitindo o inicio da formacdo metastatica, ao
liberar células da massa tumoral no tecido adjacente. Fonte: Autora.

A forte associacao entre a atividade catalitica da MMP-2 na progressao
do cancer tem conduzido os pesquisadores a investigarem os possiveis fatores
condutores para esse achado. A avaliacdo de polimorfismos de base Unica
(SNP) na regidao promotora do gene da MMP-2 no céncer tem iniciado um
importante canal na busca pelo entendimento do comportamento tumoral,
assim, de seu ambiente na carcinogénese e progressao de tumores (XIE et al.,
2015).

As regibes mutantes mais estudadas em diferentes tumores sao as
localizadas na posicédo -1306 C/T e -735 C/T (KIM et al., 2015a; WU et al.,
2015; YARI; RAHIMI; MORADI, 2013). Os resultados apresentados até agora
sao inconsistentes, no que refere a real associacdo entre a presenca dos
genaotipos mutantes e o risco aumentado na progressdo maligna (SINGH; JAIN;
MITTAL, 2008; SRIVASTAVA et al., 2013; SINGH et al., 2015).

Do ponto de vista molecular, a presenca do polimorfismo -1306 C/T
confere um fator regulador negativo na transcricdo. JA que o fator de
transcricdo Spl reconhece e liga-se a regides CG do promotor génico,
favorecendo desta maneira, o inicio da transcricdo (MA et al., 2004; QIN; SUN;
BENVENISTE, 1999). No entanto, a troca de uma citosina para uma timina
modifica essa conformacéo, diminuindo a afinidade de ligacédo do fator Spl, e
por consequéncia a transcricdo da MMP-2 (TACHEVA et al., 2015).

Alguns estudos tém demonstrado a associacdo do polimorfismo na
regiado -1306 C/T no gene da MMP-2 com o aumento do risco de
desenvolvimento de céancer gastrico de céardia, cancer esofagico, cancer
ovariano, cancer de pulmio e nasofaringe (SHAO et al., 2011; GONZALEZ-
ARRIAGA et al., 2012; COVEN et al., 2014; KIM et al., 2015b; NEJIMA et al.,
2015; ZHANG,; XI; ZHANG, 2015).

Os trabalhos avaliando a contribuicdo do SNP na regidao -735 C/T séo
mais escassos, conflitantes e com resultados mais frageis, no que diz respeito
a caracterizagcdo do gendtipo mutante como participante da progressao
neoplasica para a malignidade. Como demonstrado nas avaliagfes feitas em
cancer de mama, onde houve associacdo favoravel ao desenvolvimento

neoplasico. Enquanto que nos estudos com céancer do colo do Uutero e
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menangiomas intracanianos nao houve associacdo para a progressao e
formacao de metastases (SRIVASTAVA et al., 2013; YARI; RAHIMI; MORADI,
2013; COVEN et al., 2014).

Em relacéo ao risco de progressao tumoral, os resultados presentes na
literatura demonstram-se inconsistentes para a presenca dos polimorfismos
das MMP-2 e o risco de metastase em outros tipos de neoplasia como: mama,
cabeca e pescoco, melanoma, gastrico e colo-retal. Visto que fatores
ambientais, genéticos e os diferentes mecanismos de regulacdo das MMP nos
tumores podem influenciar, bem como, o numero reduzido de amostras
estudadas limitam os achados para a avaliacdo metastatica (LIU et al., 2012).

No céncer de colo do utero, os achados sédo relativamente escassos e
nao apresentam uma concordancia de resultados quanto a contribuicdo do
polimorfismo do gene da MMP-2 para a influéncia de fendtipos neoplasicos,
bem como do aumento do risco de invasdo (BALTAZAR-RODRIGUEZ et al.,
2008; SRIVASTAVA et al., 2013). Assim como, 0s mecanismos envolvidos na
acao dos polimorfismos na regido promotora do gene da MMP-2 na progressao
da neoplasia do colo do utero ainda ndo sao totalmente compreendidos
(TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005).

Deste modo, este trabalho busca elucidar a possivel associacdo e
influéncia dos polimorfismos genéticos na MMP-2 na progressao das lesGes
cervicais. Bem como propor, a partir dos achados, novos alvos moleculares
para futuras abordagens terapéuticas e provaveis biomarcadores diagnosticos
e prognadsticos para as lesdes cervicais.
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar em amostras de lesfes cervicais pré-cancerosas a presenca de
polimorfismos de base Unica na regidao promotora do gene da metaloproteinase
de matriz 2 (C-735T; C-1306T) em amostras cervicais de mulheres de Estados
da regido Nordeste.

3.2. Objetivos Especificos

+ Avaliar a possivel associag¢éo entre os polimorfismos encontrados com
as caracteristicas clinicas das pacientes incluidas no estudo;

» Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs da regido
promotoras dos genes da MMP-2 nas posi¢des -735 (C/T) e -1306 (C/T);

» Comparar a variabilidade genética encontrada no gene da MMP-2 e
das amostras estudadas com os achados descritos na literatura;

+ Identificar e tipificar os Papilomavirus humano (HPV) presentes nas
amostras cervicais e associar aos genotipos encontrados nas posicoes -735C/T

e -1306C/T presentes na populacao de estudo.
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4. METODOS

4.1. Grupo de estudo

Foi realizado um estudo observacional analitico transversal com
comparacdo de grupos. Foram incluidas no trabalho 215 amostras de
escovado cervical de pacientes atendidas nos setores de Patologia Cervical do
Hospital das Clinicas (HC/UFPE), oncologia ginecolégica do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz (HUOC) - Pernambuco e do Centro de Medicina
Integrada de Sergipe (CEMISE) — Sergipe. A selecdo de pacientes ocorreu de
maneira aleatoria.

Foram admitidas como pacientes caso aquelas que apresentavam atipia
celular no exame citolégico de Papanicolaou. As amostras cervicais foram
entdo classificadas em lesédo de baixo grau (LSIL) e lesé@o de alto grau (HSIL),
obedecendo a nomenclatura sugerida pelo Sistema de Bethesda de 2001.
Todas as amostras tiveram confirmacdo posterior da lesdo com o laudo
histopatolégico. Como amostras controles foram incluidas pacientes com
citologia normal e livre de infeccdo para o HPV.

Foram excluidas do presente trabalho mulheres HIV positivas,
gestantes, portadoras de inflamacdo cronica e aquelas vacinadas
profilaticamente para os HPV (6, 11, 16 e 18).

4.2. Aspectos Eticos

O presente trabalho apresenta aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE) sob CAAE no 17068913.6.0000.5208 e no comité de ética
(HUOC/PROCAPE 64/2010), obedecendo integralmente aos principios éticos
estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

Todas as amostras e demais informagfes das pacientes foram incluidas
e avaliadas no estudo apo6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).
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4.3. Obtencao das Amostras

As amostras foram colhidas da cérvice uterina com o uso de uma escova
ginecoldgica, que foram posteriormente acondicionadas em solucdo tampéo
fosfato-salino (PBS) em tubos Eppendorf® de 1,5ml. Posteriormente, foram
encaminhadas ao laboratério e estocadas em freezer a -20 °C onde

permaneceram até o posterior processamento.

4.4. Extracao do DNA, Deteccéo e Tipificagdo do DNA Viral

O DNA das amostras foi previamente extraido utilizando-se o
GenomicPrep Blood DNA isolation kit (Amersham Bioscience) de acordo com
as instrucdes do fabricante. As amostras foram também submetidas a deteccéo
de Papilomavirus humano através da técnica da PCR (polymerase chain
reaction — reacdo em cadeia da polimerase) convencional, baseada na
amplificagdo do gene codificador da L1 usando primers consenso e
degenerados (MY09/MY11) (Tabela 1). Em seguida foram realizadas reacdes
de amplificacdo para a tipificacdo de HPV utilizando primers especificos para
os HPV 16, 18, 31 e 33 (Tabela 1). As amostras foram submetidas ao
sequenciamento automatico para confirmacdo da presenca e do tipo de HPV
pelo método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABI PRISM
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), através da colaboracdo com a plataforma multiusuaria de
sequenciamento e analise de expressdo génica do CCB-UFPE e FIOCRUZ —
Aggeu Magalhaes, utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI Prism
3100 (Applied Biosystem®), de acordo com os padrbes estabelecidos nesta

unidade.
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Tabela 1. Primers utlizados na deteccdo e tipificacdo do Papillomavirus
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
HPV 16 Prl TCAAAAGCCACTGTGTCC TGA 119

Pr2 CGTGTTCTTGATGATCTGCAA
HPV 18 Prl CCGAGCACGACAGGAACGACT 172

Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT
HPV 31 Prl CCGAGCACGACAGGAACGACT 153

Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT
HPV 33 Pri AACGCCATGAGAGGACACAAG 211

Pr2 ACACATAAACGAACTGTGGTG

4.5. Andlise Genética

4.5.1. Anélise Genética do Polimorfismo C-1306T da MMP-2

A genotipagem do polimorfismo C-1306T da MMP-2 foi realizada com o
uso da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase por Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP), que consiste em uma
amplificacdo do gene de andlise seguida por uma digestdo enzimatica, a partir
do produto amplificado.

Para a realizagcdo da PCR foram utilizados: 50 ng de DNA gendmico, 10
pmol de cada oligonucleotideo, Thermo Scientific PCR Master Mix® [1X] e
agua para liquidos injetaveis.

A reagdo de amplificagdo foi realizada com o uso do termociclador
Biocycler MG96+, sob as seguintes condices de ciclagem: 1 ciclo de 95°C por
5 minutos para a desnaturacgao inicial do DNA gendmico, 35 ciclos de 94 °C por
30 segundos, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto para a amplificacdo do
fragmento génico de interesse e um Unico ciclo de 5 minutos por 72 °C, para a

extensao final do fragmento.
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O amplificado génico obtido dessa reacdo foi submetido a digestédo
enzimatica, com o uso da enzima de restricdo Pvu Il a 37 °C por 20 minutos. Na
etapa seguinte, o produto digerido foi aplicado em gel de agarose na
concentracdo de 3%, corado com brometo de etidio, para a avaliacdo do
padrdo das bandas formadas. Os tamanhos dos fragmentos génicos gerados,

bem como a sua correspondéncia genotipica estéo ilustrados abaixo.

cc cT T
150 pb Gl D
125pp D D

25pb (D D

Figura 10. Representagdo esquematica do polimorfismo -1306 C/T, apés a
amplificacao e digestdo enzimética.

4.5.1. Anélise Genética do Polimorfismo C-735T da MMP-2

A genotipagem do polimorfismo C-735T da MMP-2 foi realizada com o
uso da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase uso da técnica de Reacédo
em Cadeia de Polimerase por Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (PCR-RFLP), que consiste em uma amplificacdo do gene de analise
seguida por uma digestdo enzimatica, a partir do produto amplificado.

Para a realizacdo da PCR foram utilizados: 50 ng de DNA gendmico, 10
pmol de cada oligonucleotideo, Thermo Scientific PCR Master Mix® [1X] e
agua para liquidos injetaveis.

A reacdo de amplificacdo foi realizada com o uso do termociclador
Biocycler MG96+, sob as seguintes condi¢es de ciclagem: 1 ciclo de 95°C por
5 minutos para a desnaturacgao inicial do DNA gendmico, 35 ciclos de 94 °C por
30 segundos, 65 °C por 40 segundos, 72 °C por 30 segundos para a
amplificagdo do fragmento génico de interesse e um unico ciclo de 5 minutos
por 72 °C, para a extensao final do fragmento.

O amplificado génico obtido dessa reacdo foi submetido a digestao
enzimatica, com o uso da enzima de restricdo Hinf | a 37 °C por 20 minutos.
Na etapa seguinte, o produto digerido foi aplicado em gel de agarose na

concentracdo de 3%, corado com brometo de etidio, para a avaliacdo do
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padrdo das bandas formadas. Os tamanhos dos fragmentos génicos gerados,

bem como a sua correspondéncia genotipica estéo ilustrados abaixo.

cc CT T
300ph N D
254 pb Gl G
46 pb Gl G

Figura 11. Representacdo esquematica do polimorfismo -1306 C/T, apdés a
amplificacdo e digestdo enzimética.

Tabela 2 - Relacao dos oligonucleotideos (Primers) utilizados para a avaliacédo
dos polimorfismos gene da MMP-2.

Polimorfismo Oligonucleotideo Autor

5-CCCTGTGCCCCACCTTTTTCAGAT-3  DALTAZAR-

C-1306T 5-AGCTGAGACCTGAAGAGCTAAACAGCT-3 RODRIGUEZ
et al., 2008
YARI;
C-735T 5-ATAGGGTAAACCTCCCCACATT-3 RAHIMI;
5-GGTAAAATGAGGCTGAGACCTG-3’ MORADI,
2013

4.6. Analise Estatistica

4.6.1. Analise dos Dados So6cio-Demaograficos

As caracteristicas socio-demograficas das pacientes foram avaliadas
quanto a associacao através do teste de Fisher, com o uso do programa R

versao 1.9-2.

4.6.2. Andlise dos Polimorfismos

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos grupos caso
e controle foram verificados se estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg pelo

teste exato de Fisher, com o uso do programa R versao 1.9-2.
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A estimativa de risco relativo foi avaliada por meio do teste de
Regressao Logistica, com o intervalo de confianca de odds ratio de 95%, com

dados adotados como significantes para valores de p<0.05.
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5. RESULTADOS

AVALIACAO DA PRESENCA DO POLIMORFISMO -1306 C/T NO
PROMOTOR GENICO DA METALOPROTEINASE DE MATRIZ 2 EM
LESOES CERVICAIS DE MULHERES NA REGIAO NORDESTE DO BRASIL

Resumo

O cancer de colo uterino € umas das principais causas de neoplasia e morte
em mulheres no mundo. Uma infecgcdo prévia e persistente por genétipos de
alto risco do Papillomavirus humano (HPV) esta associada a quase a totalidade
dos casos. A metaloproteinase 2 (MMP-2) € uma enzima proteolitica que é
superexpressa nos casos de cancer cervical. A participacdo de polimorfismos
presentes no gene da MMP-2, como o -1306C/T na regido promotora, como
fator de risco na progresséao de lesdes cervicais ndo esta bem estabelecida. 52
casos de lesédo intraepitelial de baixo grau (LSIL) e 67 lesdes intraepiteliais de
alto grau (HSIL) de escovados cervicais foram avaliados acerca da presenca
do polimorfismo -1306C/T. 95 casos com citologia normal foram selecionados
como grupo controle. A amplificacdo génica e genotipagem foram feitas por
PCR-RFLP, a digestdo enzimatica foi feita com o uso da enzima Pvu Il. A
MMP-2 C1306T esteve presente nos casos e controles sem diferenca
significativa entre os grupos LSIL e o controle (p=0.17;0R=0.37; 95 % CI=0.3-
1.58). Assim como entre os grupos controle e HSIL (p=0.71 OR=0.08; 95 %
CI=0.93-3.3). Também néo foi encontrada associacao significativa entre o uso
de anticonceptivos e a presenca dos polimorfismos nos grupos LSIL (p=0.37
OR=0.65; 95 % CI=0.35-1.93) e HSIL (p=0.65; OR=0.08; 95 % CI=0.93-3.3).
Da mesma maneira, que a associacdao entre a infeccdo pelo HPV e os
genotipos polimorficos de analise ndo demonstraram associacao significativa
(p>0,05). No presente estudo néo foi encontrada associagao entre a presenca
do polimorfismo -1306C/T na regido promotora da MMP-2 e o aumento do risco
da progressao das lesdes cervicais intraepiteliais.

INTRODUCAO

O cancer de colo do atero representa um problema de saude publica a
nivel mundial, compreendendo a quarta maior causa neoplasica em mulheres,
com cerca de 528.000 novos casos a cada ano (1). A sua etiologia esta
associada, em quase a sua totalidade, a uma infeccdo persistente pelos
gendtipos de alto risco do Papilomavirus humano (HPV), o que geralmente
acontece nos primeiros anos do inicio da vida sexual (2,3).

Os paises em desenvolvimento apresentam as maiores incidéncias e
albergam cerca de 85% das notificacdes, superando as médias globais para

este tipo neoplasico (4). No Brasil, apesar do singelo decréscimo ocorridos nos
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altimos quatro anos, o cancer cervical representa a terceira causa de
neoplasias entre mulheres (5,6).

Diversos estudos de associacdo tém demonstrado que a capacidade
carcinogénica do HPV é plenamente atuante quando dispde de meios
consonantes de atuacgéao, tais como, fatores de risco associados ao hospedeiro
e a presenca de cofatores do tipo: tabagismo, uso de anticonceptivos orais, co-
infeccbes com agentes infecciosos, imunocompeténcia e presenca de
polimorfismos genéticos (7—11).

Dentre esses cofatores se destaca a familia de 24 enzimas proteoliticas
zinco dependentes, as metaloproteinases de matriz (MMP). Vérias dessas
proteases estdo envolvidas no processo de tumorigénese. Além disso, sdo as
principais responsaveis pela digestdo da matriz extracelular e membrana basal,
bem como na formacao de metéstases (12,13). Entre essas a¢fes destaca-se a
atividade da MMP-2 (colagenase A), que depois de ativada atua primariamente
na degradacdo do principal constituinte estrutural da membrana basal, o
colageno tipo IV (14), aléem de atuar na clivagem das moléculas de ades&o
célula-célula (como a e-caderina) e de fatores de crescimento ligados a
insulina, modulando o escape dos mecanismos relacionados a apoptose celular
(15,16).

A presenca de polimorfismos na regido promotora da MMP-2 pode afetar
a transcricao génica e a susceptibilidade a progressao tumoral. A presenca do
polimorfismo de base Unica na regido -1306 C/T do promotor da MMP-2
interfere diretamente na capacidade transcricional génica ao modificar o sitio
de ligacdo do fator transcricional Spl (CCACC Box), e diminuir desta maneira,
a atividade promotora com a presenca do alelo T do gene da MMP-2 (17-19).

Trabalhos com cancer esofagico, nasofaringeo, colo-retal e carcinoma
gastrico associaram a presenca desse polimorfismo a um aumento na
susceptibilidade no desenvolvimento neoplasico (20-22). No entanto, alguns
resultados demonstram-se discordantes ou inconclusivos quanto a real
associacdo entre o polimorfismo e o desenvolvimento neopléasico, como 0s

realizados com neoplasia mamaria (23-25).



53

Por isso, no presente trabalho foi proposto a avaliacdo da possivel
associagao entre a presenca do polimorfismo de base Unica -1306 C/T com as
lesbes intraepiteliais do colo do utero.

MATERIAIS E METODOS

Grupo de estudo

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle com 119 casos de
amostras de escovados cervicais de mulheres com faixa etaria entre 16 e 82
anos, as quais apresentaram algum tipo de atipia celular no exame citoldgico
de Papanicolaou. Foram encontrados 52 casos de les&o de baixo grau (LSIL) e
67 casos de lesdo de alto grau (HSIL). Os espécimes foram obtidos dos
setores de ginecologia dos Hospitais das Clinicas (HC/UFPE), Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC) e do Centro de Medicina Integrada de Sergipe
(CEMISE), Nordeste do Brasil. As avaliagbes citologicas obedeceram a
classificacdo sugerida pelo Sistema de Bethesda, 2001 e todas tiveram a
confirmacédo diagndstica pela histopatologia. 96 casos com citologia normal e

sem infecgéo para HPV foram incluidos como grupo controle.

Aspectos Eticos

O presente trabalho foi aprovado pelos respectivos comités de ética das
instituicbes acima descritas sob 0os numeros de inscricdo CAAE no
17068913.6.0000.5208 (CEP/CCS/UFPE) e (HUOC/PROCAPE 64/2010).

Obtencédo das Amostras

As amostras foram colhidas da cérvice uterina com o uso de uma escova
ginecologica, que foram posteriormente acondicionadas em solugdo tampéao
fosfato-salino (PBS) em tubos Eppendorf® de 1,5ml. Posteriormente, foram
encaminhadas ao laboratério e estocadas em freezer a -20°C, onde

permaneceram até a etapa de extracdo do material genémico.

Extracdo do DNA, Deteccéo 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
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as instrucdes do fabricante. As amostras foram também submetidas a deteccao
de Papilomavirus humano através da técnica da PCR (polymerase chain
reaction — reacdo em cadeia da polimerase) convencional, baseada na
amplificagdo do gene codificador da L1 usando primers consenso e
degenerados (MY09/MY11l). Em seguida foram realizadas reacfes de
amplificacdo para a tipificacdo de HPV utilizando primers especificos para os
HPV 16, 18, 31 e 33 (tabela 1.1). As amostras foram submetidas ao
sequenciamento automatico para confirmacédo da presenca do DNA do HPV
pelo método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABI PRISM
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100

(Applied Biosystem®), de acordo com os padrbes estabelecidos nesta unidade.

Analise Genética do Polimorfismo C-1306T da MMP-2

A genotipagem do polimorfismo C-1306T da MMP-2 foi realizado com o
uso da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase por restricdo de tamanho
de fragmento polimérfico (PCR-RFLP) com o uso dos primers: F5'-
CCCTGTGCCCCACCTTTTTCAGAT-3 e R5’-
AGCTGAGACCTGAAGAGCTAAACAGCT-3'. Para a realizagdo da PCR foram
utilizados: 50 ng de DNA genémico, 10 pmol de cada oligonucleotideo, Thermo
Scientific PCR Master Mix® [1X] e agua para liquidos injetaveis. A reacao de
amplificagéo foi realizada com o uso do termociclador Biocycler MG96+, sob as
seguintes condicdes de ciclagem: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para a
desnaturacgdo inicial do DNA gendmico, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
60 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto para a amplificacdo do fragmento génico
de interesse e um Unico ciclo de 5 minutos por 72 °C, para a extenséao final do
fragmento.

O amplificado génico obtido dessa reacdo foi submetido a digestdo
enzimatica, com o uso da enzima de restricdo Pvu Il a 37 °C por 20 minutos
(15). Na etapa seguinte, o produto digerido foi aplicado em gel de agarose na
concentracdo de 3%, corado com brometo de etidio, para a avaliacdo do
padrdo das bandas formadas. Todos os resultados dos genoétipos foram
analisados por segundo avaliador, a fim de se obter concordancia dos achados

finais.
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Analise Estatistica

Andélise dos Dados So6cio-Demaograficos

Os dados foram avaliados através do programa R versdo 1.9-2. As
caracteristicas socio-demogréaficas das pacientes foram avaliadas quanto a
associacdo através do teste de Fisher. A distribuicdo da frequéncia alélica e
genotipica dos polimorfismos entre 0s grupos casos e controle foram
comparadas por meio do teste exato de Fisher. A estimativa do risco relativo foi
avaliada pelo teste de Regressdo Logistica, com o intervalo de confianca de
odds ratio de 95%, com dados adotados como significantes para valores de
p<0.05. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para as distribuicbes

alélicas e genotipicas.

Analise dos Polimorfismos

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos grupos caso
e controle foram verificados se estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg pelo
teste exato de Fisher, com o uso do programa R versdo 1.9-2. A estimativa do
risco relativo foi avaliada pelo teste de Regresséo Logistica, com o intervalo de
confianca de odds ratio de 95%, com dados adotados como significantes para

valores de p<0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas e Demograficas das Pacientes do Estudo

No presente estudo foram avaliados 119 casos de escovados cervicais
com resultado de atipia celular no exame citolégico, sendo 52 casos
classificados como LSIL e 67 classificados como HSIL. Todos o0s casos
positivos para lesdo na citologia foram confirmados posteriormente pelo
resultado histopatolégico. 96 casos com resultado citolégico normal e livre de
infeccéo pelo HPV foram selecionados para compor o grupo controle.

A média etaria das pacientes avaliadas foi de 32,1 anos (+ 9,94) e 38,22
anos (+ 13,0), para o LSIL e HSIL respectivamente, e 39,72 anos (+11,02) para
0 grupo controle. 25,0% (n=30) das pacientes do grupo caso e 15,63% (n=)
pacientes do grupo controle faziam uso de anticonceptivos orais (tabela 2). A
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populacdo de analise apresentou distribuicdo genotipica consistente com o

equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para o polimorfismo estudado.

O uso de anticonceptivo e a associacao com o polimorfismo -1306 C/T
Quando investigada a associagao entre o uso de anticonceptivo oral com
a presenca do genotipo MMP-2 C1306T, foi observado que nao houve
associacao estatistica entre o cofator e a presenca do polimorfismo (p= 0.37;
OR=0.65; 95% CI=0.35-1.93). O mesmo padrdo de resposta estatistica foi
observada para a avaliacdo feita com os genoétipos encontrado em HSIL e o
uso do anticoncepcional (p=0.65; OR=0.08; 95% CI=0.93-3.3). Dessa forma,
ndo sendo possivel associar 0 uso de anticoncepcional ao aumento do risco de

progressao da lesdo na presenca do polimorfismo em MMP2 (tabela 3).

Avaliacdo do cofator tabaco e a presenca do -1306 C/T nas lesdes
cervicais

A frequéncia de pacientes tabagistas dentro do grupo caso avaliado foi
de 9,24% (n=11). A andlise do uso do tabaco estd associada a presenca do
polimorfismo nas lesdes cervicais foi feita, mas a associacdo nao apresentou
significancia estatistica (p=0.19; OR=2.38; 95% CI=0.67-8.41). A avaliacdo dos
casos de LSIL e HSIL com os genoétipos CC e CT também foram feitas, mas a
associacdo nas amostras de estudo também ndo apresentou significancia
estatistica, tanto para as lesdes de baixo grau (p=0.77; OR=1.44; 95% CI=0.13-
15.55), quanto para as pacientes com lesdes de alto grau (p=0.19; OR=2.88;
95% CI=0.59-14.15) (tabela 4).

Prevaléncia da Infeccéo pelo HPV nas lesdes cervicais

A detecgédo do genoma viral foi realizada por meio do uso de um par de
primer degenerado direcionado a amplificacdo do gene L1, como descrito
anteriormente na metodologia. Na avaliagao dos HPV presentes nas amostras,
foram identificados os tipos virais 6,11,16, 18, 31, 33, 53, 58, 61 e 81 descritos
como mais prevalentes na regido Nordeste do Brasil (26).

Das amostras caso avaliadas, 75,83% (n=91) foram positivas para o
HPV, sendo 75,0% (n=39) dos casos de LSIL positivos e 76,12% (n=51) dos
casos HSIL. 20,83% (n=25) dos casos foram positivos para tipos de HPV
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diferentes daqueles avaliados pelos primers especificos e 24,17% dos casos
foram negativos para a deteccao viral. Os tipos virais mais incidentes para o
LSIL e HSIL estdo demonstrados na tabela 5.

Cerca de 69,23% (n=27) dos casos de LSIL apresentaram infeccao
Gnica para HPV e 30,77% (n=12) apresentaram infec¢cdo multipla para o HPV
na mesma amostra. Nas amostras avaliadas para HSIL 74,51% (n=38) dos
casos apresentaram infeccdo viral Unica e 23,53% (n=12) foram positivos para

multiplos HPV (gréficos 1 e 2).

Distribuicdo do Polimorfismo -1306 C/T nas amostras caso e controle

A frequéncia alélica observada em LSIL foi de 90,0% (n=94) para o alelo
C e 10,0% (n=10) para o alelo T. Para HSIL a distribuicdo do alelo C também
foi mais representativa com 70,0% (n=28) seguida por 30,0% (n=12) do alelo T.

A distribuicdo dos gendtipos CC e CT foram de 81,1% (43/52) e 18,9%
(10/52), respectivamente nos casos de LSIL e n&o apresentou diferenca
estatistica significativa, quando comparada a mesma distribuicdo do grupo
controle (p=0.17; OR=0.37; 95 % CI=0.3-1.58). O mesmo foi observado na
avaliacdo para os casos de HSIL, com distribuicdo genotipica de 65,7% (44/67)
para CC e 34,3% (23/67) para CT, ndo havendo diferenca significativa em
comparacao ao grupo controle (p=0.71; OR=0.08; 95% CI=0.93-3.3) (tabela 6).
Na avaliacdo dos dois grupos caso e controle, ndo foi encontrado o gendtipo

homozigoto mutante (TT).

O polimorfismo -1306 C/T e a infeccao pelo Papilomavirus humano

A frequéncia genotipica de CC e CT do polimorfismo C1306T foi
avaliada em amostras com lesdes cervicais como positivas e negativas para a
infeccdo para o HPV. Nas amostras positivas para a infeccéo viral, o genaotipo
CC esteve presente em 70,8% (n=63) e CT em 29,2% (n=26). A distribuic&o
nas amostras negativas para o DNA viral também apresentou distribuicdo
semelhante a dos casos positivos, com CC em 76,7% (n=23) e CT 23,3%
(n=7), ndo sendo encontrada diferenca estatistica significativa entre os grupos
(p=0.53; OR=1.36; 95% CI=0.52-3.55).

A avaliacao da distribuicdo genotipica do -1306 C/T por tipo de leséo e a
infeccdo pelo HPV também foram realizadas, mas a associagéo estatistica ndo
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foi encontrada em ambos os grupos de leséo. A frequéncia para os casos de
LSIL positivos para a detec¢gdo molecular viral foi de 79,5% (n=31) para CC e
CT 20,5% (n=8). Enquanto que para o mesmo grupo de lesdo e negativo para
HPV a distribuicdo foi de 84,6% (n=11) para o genotipo CC e de 15,4% (n=2)
dos casos para CT. Para as amostras avaliadas com citologia para HSIL e
infeccéo viral, a frequéncia de CC foi de 64% (n=32) casos e de 36% (n=18)
para o genotipo CT. Para as amostras de lesdo de alto grau negativas para a
infeccdo do HPV o gendtipo CC esteve em 70,6% (n=12) e 29,4% (n=5) dos
genadtipos CT. No entanto, a associacdo nao foi demonstrada estatisticamente
em ambas as avaliacdes por lesdo, tanto para as avaliacfes de LSIL (p=0.68;
OR=1.42; 95%; CI=0.26-7.73), quanto paras as avaliacdes para HSIL (p=0.62;
OR=1.35; 95%; CI=0.41-4.45) (tabela 7).

A avaliacdo entre a associa¢do da frequéncia genotipica do grupo caso
também foi avaliada para a infeccdo pelo HPV 16, tipo viral mais frequente nas
amostras avaliadas. O estudo de associacdo do C1306T entre as lesbes
cervicais e a infeccdo pelo HPV 16, foi feita inicialmente com o grupo caso
reunido (LSIL e HSIL), a frequéncia genotipica para CC foi de 70,3% (n=26) e
de 29,7% (n=11) dos casos positivos para o tipo 16. No entanto, a associacao
nao foi demonstrada como esttisticamente significativa (p=0.40; OR=1.62; 95%;
Cl=0.52-5.08).

Analises similares foram feitas para os casos HPV 16 positivos com LSIL
e HSIL isoladamente. Para as lesGes de baixo grau, a frequéncia do gendtipo
CC foi de 84,6% (n=11) e 15,4% (n=2) para CT. A associacdo nao foi
demonstrada ser estatisticamente significativa entre infec¢éo pelo tipo viral 16 e
a distribuicdo do C1306T nas lesdes de baixo grau (p=1.00; OR=1.00; 95%;
Cl=0.12-8.42). O mesmo perfil de resposta estatistica foi obtida quando
avaliados os casos de lesdes de alto grau positivos para a infeccéo pelo HPV
16, a frequéncia de CC foi de 62,5% (n=15) e de 37,5% (n=9) para CT (p=0.40;
OR=1.80; 95%; CI=0.44-7.31) (tabela 8).

DISCUSSAO

O cancer de colo do Utero representa a quarta maior causa de cancer

em mulheres em todo o mundo(1). No Brasil, a despeito da existéncia de um
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programa de prevencao de lesdes cervicais a nivel nacional, o cancer cervical
permanece entre os mais incidentes em mulheres ao longo dos anos(6). O
principal fator de risco para a carcinogénese cervical € uma infec¢éo prévia por
um tipo de Papillomavirus humano de alto risco (3,27). No entanto, a atuacéo
de cofatores em conjunto com 0s mecanismos virais de fato possibilitam a

transformacao celular maligna (8,28,29).

A familia das MMP compreendem enzimas proteoliticas responsaveis
pela degradacdo de componentes da MEC, e que nos tumores estao
envolvidas na invasdo tumoral e na formacdo de metéstases (7,16,30,31). A
MMP-2 (gelatinase A) particularmente esta associada a clivagem do colageno
tipo 1V, principal componente da membrana basal, e posterior invasdo das
células tumorais aos tecidos adjacentes (32,33). A expressédo proteica da MMP-
2 vem sendo relatada em altos niveis nos casos de cancer (34,35). A presenca
de SNP na regido promotora desse gene pode resultar em alteragbes nos
mecanismos regulatorios transcricionais e poOs transcricionais e influenciar,
consequentemente, 0s niveis de expressdo da MMP-2 nas neoplasias,

facilitando a sua evolugéo maligna (36-40).

Neste estudo foi avaliado a possivel associacdo do polimorfismo MMP-2
C1306T nas lesbes intraepiteliais do colo do Utero. Os achados encontrados no
presente trabalho ndo evidenciaram qualquer tipo de associacdo entre a
presenca do polimorfismo e aumento do risco de evolucéo das lesdes cervicais,
ou, como fator protetor na possivel evolugcdo das mesmas. Também néao foi
encontrado diferenca na frequéncia do polimorfismo entre 0s grupos caso

avaliados e 0 grupo controle comparativo.

Resultados com o mesmo perfil foram encontrados em estudos
realizados com cancer de mama e prostata em populagdes brasileiras(41,42) .
Nesses trabalhos ndo foi demonstrada associacdo entre os genétipos CC, CT
ou TT com o aumento do risco, ou, como fator protetor nessas neoplasias
(41,42). O numero restrito de amostras utilizadas pode ter contribuido para essa
resposta nesses achados, assim como o perfil de resultado encontrado na
presente analise. Achados semelhantes aos previamente descritos também

foram encontrados na metanalise de Liu et al, 2012, onde o aumento do risco
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de metastases nao foi evidenciado em populacdes europeias e asiaticas em

tumores gastricos, de mama, melanoma e cancer de cabeca e pescoco (43).

A presenga do polimorfismo na MMP-2 C1306T vem sendo descrita
como fator de risco para o desenvolvimento neoplasico e invasao teciduais em
presenca do genotipo CC em tumores de mama, colo do Utero, nasofaringeos e
gastricos (15,23,25,44). Fato esse, que pode ser explicado pela funcionalidade
da regido promotora do gene da MMP-2 em ancorar genes supressores e
fatores de transcricdo, como o Spl, em sua regido CCACC box, regido onde o
polimorfismo acontece. A presenca do genoétipo CC favorece portanto, a

ligagéo do Spl ao promotor do gene e transcrigdo da proteinase (17,18,20).

Enquanto a participacdo do genétipo CC parece estar bem estabelecida
na facilitacdo para a invasdo e formacdo de metéstases, o genoétipo TT
apresenta resultados controversos na literatura quanto a sua funcionalidade na
progressao dos tumores. A expressao de niveis mais baixos da MMP-2 quando
na presenca do polimorfismo C —> T sugere que o0 alelo T provoca uma
disrupgéo na ligagéo do fator Sp1 com o promotor, e assim afeta o potencial de
transcricdo do gene (17,33,45). No entanto, alguns trabalhos tém associado o
gendtipo TT ao risco de progressao neoplasica em tumores de colo do Utero,
pulméo e colorectal (33,46,47).

Assim como descrito nos achados de Yaykasli et al, 2014 e Ohtani et al,
2009nas neoplasias de prostata e coloretal, nenhum gendétipo TT foi
encontrado no presente estudo, tanto no grupo controle, quanto nos grupos
caso avaliados (36,48,49). Fato que pode ser atribuido ao reduzido nimero da

amostragem avaliada.

A literatura tem demonstrado a relevancia do uso prolongado de
anticonceptivos orais como cofator do desenvolvimento de tumores
ginecoldgicos (50,51). No entanto, no presente trabalho o uso desse cofator ndo
demonstrou nenhuma associacdo com a presenca dos polimorfismos nas
lesGes cervicais. Talvez uma avaliagdo incluindo um maior nimero de casos
possa demonstrar uma provavel associacdo do cofator com a presenca do

polimorfismo e aumento do risco de progressao neoplasica.

O tabagismo tem sido descrito em diferentes trabalhos como importante
cofator no processo de carcinogénese em diferentes neoplasias (52-54). No
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presente trabalho o uso do tabaco e a sua possivel interacdo com 0s genotipos
de C1306T nas lesdes cervicais ndo foram encontrados. Esse perfil de
resposta encontra-se dentro do mesmo representado pelos resultados
descritos por Butkiewicz et al, 2015, em tumores de pulmao inoperaveis e por
Sharma et al, 2012, em vesicula biliar, avaliando-se 0 mesmo polimorfismo
nesses tumores (46,55). Uma avaliagdo da mesma natureza, mas com um
escopo amostral mais robusto, talvez possa evidenciar resultados mais
significativos e ajudar a elucidar as possiveis interacées do tabaco com o -

1306C/T em lesdes cervicais.

Uma infeccao prévia e persistente por um genotipo viral de alto risco do
HPV esta relacionado a aproximadamente 99% dos casos ao surgimento da
neoplasia cervical (56,57). No entanto, no presente achado as taxas de
deteccao viral estiveram positivas em apenas pouco mais de 75% dos casos, 0o
que pode ter sido ocasionado por uma limitacdo na sensibilidade da
metodologia utilizada para a deteccédo do DNA viral.

A infeccdo pelo Papillomavius humano também tem sido relacionada a
alteracdes da atividade das MMP em modelos in vitro (58). Como demonstrado
no trabalho de Cardeal et al 2012, os niveis de expressao das MMP-2 e MMP-
9, em especial, apresentaram-se elevados em linhagens de carcinoma cervical
em presenca dos oncogenes virais do HPV 16 (59,60). Sugerindo a
participacdo viral como interferente nos aumentos dos niveis de expresséo das
metaloproteinases no carcinoma cervical. Adicionalmente, a associacdo viral a
presenca do polimorfismo em metaloproteinase-2 vem sendo investigada,
contudo até o momento, a participacdo do HPV na progressao tumoral em
presenca de C1306T nao foi demonstrada (40). O mesmo pbdde ser observado
no presente resultado para as avaliacées da associacao da infeccao viral e os
genotipos de -1306C/T. Situacdo que pode ser justificada pela restricdo
amostral e/ou pela auséncia de uma avaliacdo da expressdo proteica nos

casos de infecgao viral.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo demonstraram quaisquer
associacOes significativas entre a presenca do polimorfismo e o aumento do

risco de evolucdo das lesdes. Da mesma maneira que a presenca da infeccao
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pelo HPV, o uso de anticonceptivo oral e o tabagismo parecem néo influenciar
0s riscos de progressao das lesdes em presenca do -1306 C/T. Portanto, mais
estudos devem ser realizados utilizando um ndmero amostral maior a fim de
elucidar a possivel influéncia do MMP-2 C1306T nas lesdes pré neoplasicas do

colo do utero.
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Tabela 1- Primers utilizados para a deteccdo e genotipagem do HPV. Adaptado de:
Karlsen et al, 1996. (61).

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

HPV MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 445-499
HPV MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 445-499
HPV 16 Pr1 TCAAAAGCCACTGTGTCC TGA 119

Pr2 CGTGTTCTTGATGATCTGCAA
HPV 18 Pr1 CCGAGCACGACAGGAACGACT 172

Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT
HPV 31 Pri CCGAGCACGACAGGAACGACT 153

Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT
HPV 33 Pri AACGCCATGAGAGGACACAAG 211

Pr2 ACACATAAACGAACTGTGGTG

Tabela 2- Caracteristicas gerais das pacientes caso (LSIL e HSIL) e controle.

Caracteristicas LSIL (%) HSIL (%) Controle (%)
N= 52 N= 67 N= 96

'(\E')elj‘jj)a‘ Idade (anos) 32,1 (£9,94) 38,22 (+13,0) 39,72 (+11,02)

Uso

Anticoncepcional

Sim 18 (34,62%) 12 (17,91%) 15 (15,63%)

N&o 34 (65,38%) 56 (83,58%) 81 (84,38%)

DP* Desvio Padrao

Tabela 3- Polimorfismo de MMP-2 (SNP -1306) em pacientes com les6es de baixo
grau (LSIL) e alto grau (HSIL) e pacientes saudaveis com 0 uso de anticonceptivo oral

como cofator.

Casos?

Controle® p-value; OR
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[95% CI]
LSIL® HSILY  Citologia LSIL vs. HSIL vs.
Normal Anticoncepcional Anticoncepcional
-1306
Genotipos
CcC 43 (81.1) 44 (65.7) 71 (74.7) Referéncia Referéncia
CT 0.65; 0.82 [0.35- 0.08; 1.75 [0.93-
10 (18.9) 23 (34.3) 24 (25.3) 1.93] 3.3]

Tabela 4- Polimorfismo da MMP-2 C1306T em pacientes com lesdes cervicais de
baixo (LSIL) e alto grau (HSIL) com o uso do tabaco como cofator.

LSIL e HSIL LSIL e HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.1.]
. N&o Tabagistas vs.
Tabagistas® Tabagistas Nao T%bagistas
-1306
Genotipos
CcC 6 (54,5) 80 (74,1) Referéncia
CT 5 (45,5) 28 (25,9) 1.00; 2,38 [0,67-8,41]
LSIL LSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
Tabagistas® Na_o Tflbagistas. VS.
Tabagistas N&o Tabagistas
-1306
Gendtipos
CcC 3 (75) 39 (81,2) Referéncia
CT 1 (25) 9 (18,8) 0.77; 1,44 [0,13-15,55]
HSIL HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.1.]
Tabagistas N&o Tabagistas vs.
Tabagistas N&o Tabagistas
-1306
Gendtipos
CcC 3 (42,9) 41 (68,3) Referéncia
CT 4 (57,1) 19 (31,7) 0.19; 2,88 [0,59-14,15]

Tabela 5- Distribuicdo da incidéncia viral nas lesdes cervicais nas amostras avaliadas.

HPV 16 HPV 31 HPV 33 HPV 58 HPV 70
LSIL  41,03% (16)  35,90% (14) 5,13% (2) 513% (2)  2,56% (1)
HSIL  58,82% (30)  27,45% (14) 5,88% (3) 5,88% (3)  1,97% (1)
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Gréfico 1. Distribuicdo em valores absolutos dos perfis dos HPV encontrados
nas lesdes cervicais com infec¢des Unicas. Outro HPV*- Outros tipos virais que
ndo foram identificados pelos primers especificos.

HPV Infecgbes muiltiplas

HSIL

LSIL

Hllel6
H1l6e 3l
Wl6e 33
H1l6e58
W16;31e58
m16;31e70
M3le33
M3le58

Grafico 2. Distribuicdo em valores absolutos dos perfis dos HPV encontrados
nas lesdes cervicais com infecc¢des virais multiplas.
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Tabela 6- Polimorfismo de MMP-2 (SNP -1306) em pacientes com lesdes cervicais de
baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL) e pacientes saudaveis (grupo controle).

a b p-value; OR
Casos Controle [95% C.1]
c ¢ Citologia LSIL vs. HSIL vs.
LSIL™ HSIL Normal Controle Controle
-1306
Gendtipos
cc 43 44 Referéncia Referéncia
(81.1) (65.7) 71 (74.7)
cT 10 23 0.37; 0.69 [0.3-1.58] 0.08; 1.75 [0.93-
(18.9) (34.3) 24 (25.3) 3.3]

Tabela 7- Polimorfismo -1306C/T em lesBes cervicais de baixo grau (LSIL) e alto grau
(HSIL) e a infeccao pelo HPV.

LSIL e HSIL LSIL e HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
- HPV HPV Positivos vs.
HPV Positivos® Negativos HPV Negativos
-1306
Gendtipos
CcC 63 (70,8) 23 (76,7) Referéncia
CT 26 (29,2) 7 (23,3) 0.53;1,36 [0,52-3,55]
LSIL LSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.1.]
. HPV HPV Positivos vs.
HPV Positivos® Negativos HPV Negativos
-1306
Gendtipos
CcC 31 (79,5) 11 (84,6) Referéncia
CT 8 (20,5) 2 (15,4) 0.68; 1,42 [0,26-7,73]
HSIL HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
. HPV HPV Positivos vs.
HPV Positivos® Negativos HPV Negativos
-1306
Genotipos
CcC 32 (64) 12 (70,6) Referéncia
CT 18 (36) 5(29,4) 0.62; 1,35 [0,41-4,45]




67

Tabela 8- Polimorfismo -1306C/T em lesBes cervicais de baixo (LSIL) e alto grau
(HSIL) e a infecgdo pelo HPV 16.

LSIL e HSIL LSIL e HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
- HPV 16 HPV 16 Positivos vs.
HPV 16 Positivos® Negativos HPV 16 Negativos
-1306
Gendtipos
CcC 26 (70,3) 23 (79,3) Referéncia
CT 11 (29,7) 6 (20,7) 0.40;1,62 [0,52-5,08]
LSIL LSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
- HPV 16 HPV 16 Positivos vs.
HPV 16 Positivos® Negativos HPV 16 Negativos
-1306
Gendtipos
CcC 11 (84,6) 11 (84,6) Referéncia
CT 2 (15,4) 2 (15,4) 1.00; 1,00 [0,12-8,42]
HSIL HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
- HPV 16 HPV 16 Positivos vs.
HPV 16 Positivos® Negativos HPV 16 Negativos
-1306
Genotipos
CcC 15 (62,5) 12 (75) Referéncia
CT 9 (37,5) 4 (25) 0.40; 1,80 [0,44-7,31]
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6. POLIMORFISMO NO PROMOTOR DA METALOPROTEINASE DE MATRIZ
2 (-735 C/T) COMO FATOR PROTETOR DA PROGRESSAO DAS LESOES
INTRAEPITELIAIS CERVICAIS EM MULHERES DO NORDESTE DO BRASIL

Resumo

A metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) desempenha papel importante na
progressao de lesBes cervicais e na formacédo de metastases no cancer de colo
uterino. A presenca de polimorfismos de base Unica parece ter influéncia no
aumento do risco e piora prognostica. No entanto, a possivel associacdo do
polimorfismo -735 C/T na regido promotora do gene da MMP-2 em cancer
cervical ndo estd bem estabelecida. Para isso, foram avaliados 63 casos de
leséo intraepitelial de baixo grau (LSIL) e 73 lesfes intraepiteliais de alto grau
(HSIL). 91 casos com citologia normal foram selecionados como grupo
controle. A amplificacdo génica e genotipagem foram realizadas por PCR-
RFLP, a digestdo enzimatica foi feita com o uso da enzima Hinf I. A frequéncia
do polimorfismo ndo apresentou diferenca significativa entre 0s grupos caso e
controle. Ndo houve associacdo entre estatistica entre o grupo LSIL e o
controle (p=0.79; OR=0.94; 95% CI=0.56-2.15), bem como entre o grupo HSIL
e o controle (p=0.74; OR=1.07; 95% CI=0.50-1.64). A presenca do gendtipo TT
no modelo recessivo apresentou-se como fator protetor da progressao das
lesbes cervicais (p=0.04; OR=0.66; 95% CI=0.10-0.96). N&o foi encontrada
associacao significativa entre o uso de anticoncepcionais orais como cofator
em presenca do polimorfismo -735C/T, tanto para o grupo LSIL (p=0.58; OR=
0.9; 95% CI=0.60-2.54), quanto para o HSIL (p=0.63; OR= 0.74; 95% CI=0.47-
1.57). Além disso, a associacdo entre a infeccdo viral e os gendtipos C735T
nao foi demonstrada nas amostras analisadas (p>0,05). No presente estudo a
presenca do gendtipo TT apresentou relevancia estatistica como fator protetor
da progresséao das lesdes cervicais para a malignidade.

INTRODUCAO

O céancer de colo do utero figura na quarta posicdo entre os tipos
neoplasicos mais incidentes em mulheres a nivel mundial, com cerca de
528.000 novos casos por ano (1). Apesar dos esfor¢os feitos no ambito da
prevencdo de lesdes, com realizacdo de exames citologicos, inspecao por
acido acético (VIA) e uso de vacina profilatica contra o Papillomavirus humano
(HPV), as proporcdes de morbi-mortalidade permanecem altas (2). Grande
parte dessas taxas, cerca de 85%, concentram-se em paises com economias
emergentes, onde o0s esquemas de prevencdo sao mais frageis ou
inexistentes(3).

O surgimento das lesdes cervicais e do cancer de colo esta
estreitamente ligado a uma infec¢do prévia e persistente por genétipos de alto
risco do HPV (4). Estima-se que mais de 80% da populacédo sexualmente ativa

entre em contato com o virus ao menos uma vez (5).
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No entanto, apesar dos altos indices de infeccéo, apenas cerca de 4% a
8% irdo desenvolver algum tipo de lesdo cervical (2). E apenas uma pequena
propor¢do, ligeiramente inferior, ira chegar ao diagndstico de carcinoma
escamoso (6).

Uma das explicacOes utilizadas para essa relacao dispar entre infeccéo
e casos de lesao, reside no fato de que a presencga do HPV no trato genital ndo
€ causa suficiente para o desenvolvimento neoplésico (7,8). Diversos cofatores
estdo sabidamente relacionados a carcinogénese cervical. O uso de
anticonceptivos orais, tabagismo, etilismo, imunodeficiéncias, coinfec¢des,
fatores genéticos como polimorfismos e modificacbes epigenéticas, garantem
ao hospedeiro um aumento da susceptibilidade individual as manifestacdes dos
mecanismos carcinogénicos virais (9-12). Importantes cofatores, como a
familia das metaloproteinases (MMP), vém sendo associadas a eventos de
promocgé&o tumoral, como a formacgdo de novos vasos, liberagdo de fatores de
crescimento e citocinas e protedlise da matriz extracelular (MEC), facilitando a
formacado de metastases (13-16).

No cancer de colo, particularmente, a MMP-2 desempenha importante
papel ao ter como substrato de degradacdo o principal componente da
membrana basal, o colageno tipo IV. A expressdo dessa endopeptidase tem
sido encontrada em altos niveis nos casos de carcinoma e na formacdo de
metastases (17,18).

A presenca de polimorfismos de base Gnica (SNP) tem sido encontrados
nas regides promotoras do gene da metaloproteinase-2 e associados ao
aumento do risco de progressdo de lesdo e formacdo de metastases em
neoplasias do colo, de tumores gastricos, mama entre outros (19-23).

No entanto, a associagcao de fato, entre aumento do risco de progressao
e presenga de polimorfismo ndo esta bem estabelecida no céncer de colo do
Utero. Desta maneira, o presente trabalho objetiva associar a presenca do
polimorfismo de base Unica na regido promotora do gene da MMP-2 (-735 C/T)

ao risco de progressao das lesdes cervicais.
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MATERIAIS E METODOS

Grupo de estudo

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle com 136 casos de
amostras de escovados cervicais de mulheres com faixa etaria entre 16 e 82
anos, que apresentavam algum tipo de atipia celular no exame citolégico de
Papanicolaou. Foram encontrados 63 casos de lesé&o de baixo grau (LSIL) e 73
casos de lesdo de alto grau (HSIL). Os espécimes foram obtidos dos setores
de ginecologia dos Hospitais das Clinicas (HC/UFPE), Universitario Oswaldo
Cruz (HUOC) e do Centro de Medicina Integrada de Sergipe (CEMISE),
Nordeste do Brasil. As avaliacdes citoldgicas obedeceram a classificacao
sugerida pelo Sistema de Bethesda, 2001 e todas tiveram a confirmacédo
diagnéstica pela histopatologia. 91 casos com citologia normal e sem infeccéo

para HPV foram incluidos como grupo controle.

Aspectos Eticos

O presente trabalho foi aprovado pelos respectivos comités de ética das
instituicbes acima descritas sob 0os numeros de inscricdo CAAE no
17068913.6.0000.5208 (CEP/CCS/UFPE) e (HUOC/PROCAPE 64/2010).

Obtencao das Amostras

As amostras foram coletadas a partir da cérvice uterina com o uso de
uma escova ginecolégica, que foram posteriormente acondicionadas em
solucdo tampdo fosfato-salino (PBS) em tubos Eppendorf® de 1,5ml.
Posteriormente, foram encaminhadas ao laboratério e estocadas em freezer a -

20 °C, onde permaneceram até a etapa de extracdo do material genémico.

Extracdo do DNA, Deteccéo e Tipificagdo 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¢des do fabricante. As amostras foram também submetidas a deteccéo
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
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degenerados (MY09/MY11l). Em seguida foram realizadas reacfes de
amplificacdo para a tipificacdo de HPV utilizando primers especificos para os
HPV 16, 18, 31 e 33 (tabela 1). As amostras foram submetidas ao
sequenciamento automatico para confirmacédo da presenca do DNA do HPV
pelo método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABI PRISM
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100

(Applied Biosystem®), de acordo com os padrbes estabelecidos nesta unidade.

Analise Genética do Polimorfismo C-735T da MMP-2

A genotipagem do polimorfismo C-735T da MMP-2 foi realizada com o
uso da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase por restricdo de tamanho
de fragmento polimérfico (PCR-RFLP) com o uso dos primers: F5'-
ATAGGGTAAACCTCCCCACATT-3' e R5-GGTAAAATGAGGCTGAGACCTG-
3’. Para a realizacdo da PCR foram utilizados: 50 ng de DNA gendmico, 10
pmol de cada oligonucleotideo, Thermo Scientific PCR Master Mix® [1X] e
agua para liquidos injetaveis. A reacédo de amplificacdo foi realizada com o uso
do termociclador Biocycler MG96+, sob as seguintes condigdes de ciclagem: 1
ciclo de 95°C por 5 minutos para a desnaturacéo inicial do DNA gendmico, 35
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 65°C por 40 segundos, 72°C por 30 segundos
para a amplificacdo do fragmento génico de interesse e um unico ciclo de 5
minutos por 72 °C, para a extenséo final do fragmento.

O amplificado génico obtido dessa reacgdo foi submetido a digestao
enzimatica, com o uso da enzima de restricdo Hinf | a 37 °C por 20 minutos
(22). Na etapa seguinte, o produto digerido foi aplicado em gel de agarose na
concentracdo de 3%, corado com brometo de etidio, para a avaliagdo do
padrdao das bandas formadas. Todos os resultados dos genoétipos foram
analisados por um segundo avaliador, a fim de se obter concordéancia dos

achados finais.
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Analise Estatistica

Andélise dos Dados So6cio-Demaograficos
Os dados foram avaliados através do programa R versdo 1.9-2. As
caracteristicas socio-demogréaficas das pacientes foram avaliadas quanto a

associacao atraves do teste de Fisher.

Analise dos Polimorfismos

A distribuicdo da frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos entre
0S grupos casos e controle foram comparadas por meio do teste exato de
Fisher. A estimativa do risco relativo foi avaliada pelo teste de Regressao
Logistica, com o intervalo de confianga de odds ratio de 95%, com dados
adotados como significantes para valores de p<0.05. O equilibrio de Hardy-

Weinberg foi verificado para as distribuicdes alélicas e genotipicas.

RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas e Demograficas das Pacientes do Estudo

Foram avaliados no estudo 136 amostras de escovados cervicais que
apresentaram atipia celular no exame citolégico de Papanicolaou. Essas foram
entdo classificadas como grupo caso para LSIL 63 amostras e 73 casos para
HSIL. Todos os resultados da citologia foram confirmados posteriormente pela
avaliacdo histopatoldgica. 84 casos de escovados cervicais, com citologia
normal e livre de infec¢do por HPV foram incluidos como grupo controle.

A média de idade das pacientes avaliadas foi de 32,4 (+10,79) anos para
os casos de LSIL, 38,04 (x13,03) para o grupo HSIL e 40,84 (+10,62) para os
controles. Em relacdo ao uso de anticonceptivos orais, menos de um terco das
pacientes disseram fazer uso nos grupos HSIL 16 casos (21,92%) e controle 13
casos (14,29%). Enquanto que pouco mais de 30,0%, 23 casos (36,51%),
fazem uso de anticoncepcional oral no grupo caso LSIL (tabela 2). A populagéo
de analise apresentou distribuicdo genotipica consistente com o equilibrio de

Hardy-Weinberg (HWE) para o polimorfismo estudado.



79

O uso de anticonceptivo e a associacao com o polimorfismo -735 C/T
Quando investigada a possivel associacdo entre o uso de anticonceptivo
oral e a presencga do gendtipo MMP-2 C735T ndo houve associacéo estatistica
significativa entre a presenca de lesdes cervicais de baixo grau com
polimorfismo e o cofator (p=0.58; OR=0.57; 95% CI=0.60-2.54). A mesma
resposta estatistica foi obtida para a avaliacdo do grupo polimérfico com lesao
de alto grau e o uso de anticonceptivo hormonal (p=0.6269; OR=0.62; 95%
Cl=0.47-1.57) (tabela 3). Desta maneira, ndo sendo possivel associar o
aumento do risco de progressao de lesfes cervicais em pacientes portadoras

do polimorfismo ao uso de anticoncepcional.

Avaliacdo do cofator tabaco e a presenca do polimorfismo -735 C/T nas
lesdes cervicais

A frequéncia do uso do tabaco foi efetiva em 11,03% (n=15) das
pacientes com lesdo cervical. A andlise de associacdo entre o uso do tabaco e
a presenca do polimorfismo -735 C/T foi realizada, no entanto, ndo foi
observada associacado significativa em nenhum dos modelos de dominancia

descritos para os casos de HSIL (tabela 4).

Prevaléncia da Infeccéo pelo HPV nas lesdes cervicais

A deteccao viral foi realizada por um par de primers degenerados
direcionados a amplificacdo do gene L1, conservado em diversos tipos de HPV.
Na avaliacdo dos HPV presentes nas amostras, foram identificados os tipos
virais 16, 18, 31, 33, 53, 58, 61 e 81.

De todas as 136 amostras caso avaliadas, 77,20% (n=105) foram
positivas para o HPV. Dessas, 55,14% (n=75) amplificaram para pelo menos
um primer HPV especifico. Enquanto que para 22,06% (n=30) das amostras foi
possivel apenas detectar a presenca de infeccdo viral, ndo sendo possivel
identificar o tipo viral presente na amostra. Quando avaliados por tipo de leséo,
a presenca do genoma viral foi identificada em 87,31% (n=48) dos casos de
LSIL e em 78,08% (n=57) dos casos de HSIL. Os HPV mais incidentes
encontrados nas amostras estéo detalhados na tabela 5.

Cerca de 75,0% (n=36) amostras positivas para HPV apresentaram
infec¢@o Unica e 25,0 % (n=12) infec¢do viral multipla no grupo LSIL. O grupo
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HSIL apresentou valores semelhantes, com 64,91% (n=37) para infec¢éo Unica

e 35,09% (n=20) dos casos com multiplas infec¢des (gréficos 1 e 2).

Distribuicdo do Polimorfismo -735 C/T nas amostras caso e controle

A frequéncia dos alelos C e T para os grupos LSIL e HSIL apresentaram
distribuicdes semelhantes, com 75,0% (n=39) para o alelo C para LSIL e 76,0%
(n=35) para HSIL. Para o alelo T a frequéncia nas lesdes de baixo foi de 25,05
(n=13) e 24,0% (n=11) para as lesdes de alto grau.

A distribuicdo dos genotipos CC, CT e TT foram de 43,0% (52/122),
53,0% (65/122) e 4,0% (5/122) para 0 grupo caso, respectivamente. A
distribuicdo no grupo controle foi 43,0% (36/84) para o gendtipo CC, 45,0%
(38/84) para o CT e 12,0% (10) para o genétipo mutante TT. N&o foi observada
diferenca significativa entre as frequéncias dos genoétipos entre 0s grupos
controle e caso (p=0.79; OR=0.79; 95% CI=0.56-2.15). Assim como também
nao foi observada diferenca significativa entre as avaliagbes dos grupos caso
LSIL e HSIL com os controles (tabela 6).

Os grupos caso e controle também foram avaliados pelos modelos de
dominancia de expressdo, em nenhumas das apresentacdes possiveis de
expressdo genotipica apresentam significancia estatistica. Apenas a avaliacéo
do modelo recessivo apresentou significancia estatistica como o genétipo TT

como fator protetor de lesdes cervicais, com p< 0,04 (tabela 7).

O polimorfismo -735 C/T e a infec¢ao pelo Papilomavirus humano

A frequéncia dos gendtipos do polimorfismo C735T foi avaliada nas
amostras de lesbes cervicais positivas e negativas para a deteccdo viral. A
distribuicdo genotipica apresentou o perfil de distribuicdo de CC 41% (n=39),
CT 55% (n=53) e TT 4% (n=4) em amostras com a presenca viral detectada.
Resultados semelhantes foram encontrados nas amostras com lesdes cervicais
negativas para o HPV quanto a positividade com 50% (n=13) para 0 genotipo
CC, 46% (n=12) para CT e 4% (n=1) para TT. O teste de associagao realizado
entre a presenca do polimorfismo em lesGes HSIL e o status da infeccéo viral
nao apresentou associacdo estatistica significativa para nenhum dos modelos

de dominancia avaliados.
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Essas analises também foram realizadas para os casos de lesdes
cervicais e a infecgdo para o HPV 16, tipo viral mais prevalente nas amostras
estudadas. A distribuicdo genotipica obtida foi de 41% (n=19) para CC, 52%
(n=24) para CT e 7% (n=3) para TT, nos casos positivos para a infeccdo pelo
tipo 16 do virus. Uma distribuicdo similar foi encontrada nas amostras
negativas para esse tipo viral, com resultados de 50% (n=13) para CC, 41%
(n=12) para CT e 4% (n=1) para TT. Na andlise estatistica, ndo foi encontrada
associacado entre a presenca de -735 C/T e a infeccéo viral pelo tipo 16 em
todos os modelos de dominancia estudados (tabela 8).

O estudo de associacdo também foi realizado com as amostras LSIL e
HSIL com resultados para a infeccdo pelo HPV 16. A distribuicdo genotipica
para as lesdes de baixo grau positivas e negativas, respectivamente, para a
infeccédo viral foram similares, com representatividade de CC 40/46%, 53/46%
para CT e 7/8% para TT. O mesmo comportamento da distribuicdo dos
gendtipos pdde ser observado nas amostras de HSIL, com resultados para CC
de 42/54%, 52/46% para CT e 6/0% para TT, considerando 0s casos positivos
e negativos para o HPV 16 respectivamente. Nos resultados de associacao
realizados, ndo foram obtidos dados estatisticamente significativos entre ambos
0s grupos de leséo avaliados e o status da infeccdo pelo HPV 16 (tabelas 9 e
10).

DISCUSSAO

O céancer de colo do utero desponta como um dos principais causas de
cancer em mulheres ao redor do mundo (1). A etiopatogénese do cancer
cervical estd associada, em quase a totalidade dos casos, a uma infeccdo
prévia e persistente por um HPV de alto risco (24-26). No entanto, para o
desenvolvimento neoplasico a infeccéo viral isoladamente néo € suficiente,
sendo requerida a participacdo direta de cofatores como facilitadores da
susceptibilidade do hospedeiro aos mecanismos virais oncogénicos
(9,10,27,28).

A familia das MMP desempenham importante funcdo na facilitacdo da
manutencdo do microambiente tumoral, pela liberacdo de fatores de
crescimento, formacdo de vasos, invaséo tecidual e formagdo de metastases

(13,29-31). A MMP-2 (gelatinase A) degrada o colageno tipo IV presente em
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maior quantidade na membrana basal, facilitando dessa maneira a invasao
tecidual nos casos de cancer (17,18,32). A presenca de polimorfismos na
regido promotora do gene da MMP-2 podem levar a perturbagdes nos
mecanismos de controle transcricionais e pos-transcricionais dessa
colagenase, facilitando dessa maneira o risco de invaséo tecidual e formacao
de metéstases pelas células tumorais (22,23,23,33,34).

O presente estudo buscou avaliar a possivel associacdo existente entre
a presenca da MMP-2 C735T e o risco de evolucdo das lesdes cervicais pré
neoplasicas. Os resultados obtidos neste trabalho ndo evidenciaram qualquer
associacdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo com o
aumento ou diminuigédo do risco de progressao das lesdes de baixo e alto grau
NosS grupos caso em comparagao ao grupo controle normal. A diferenca na
frequéncia do polimorfismo entre os grupos caso e controle de analise também
nao foi estatisticamente significativa. O nUmero amostral mais restrito pode ter
influenciado o perfil negativo dessas analises.

Esses resultados sdo semelhantes aos descritos por Cotignola et al
2007. e Srivastava et al. 2012, com melanoma, cancer de colo e de proéstata,
onde nenhum dos gendtipos encontrados apresentou associagdo com 0O risco
de progressdo neoplasica (23,35,36). A funcionalidade da presenca do -735
C/T em neoplasias apresenta resultado conflitante entre as descricbes dos
autores.

Nas avaliagbes feitas em tumores de mama, os achados sao mais
lineares em relacdo a participacdo dos genétipos CT e TT e 0 aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento neoplasico e a invasdo tecidual
(22,37,38). Resultado semelhante aos descritos por Sharma et al. (2014), em
cancer de vesicula biliar e por Srivastava et al. (2012) em tumor de bexiga,
onde o aumento da susceptibilidade de progresséo tumoral foi observado nos
genotipos que carregavam o alelo T no promotor da MMP-2 (39,40). A
associacao alélica também tem sido descrita com 0 aumento dos riscos para 0s
pacientes que apresentam o alelo C em tumores de mama e com histérico
familiar, assim como nas chances de ocorréncia e formacéo de metastases em
cancer de esb6fago, como descrito por Yari et al. (2013) e Yu et al. (2004)
(38,41).
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O risco aumentado em presenca do alelo C pode ser explicado pela
composicdo de um trecho na regido promotora do gene da metaloproteinase 2
que alberga diversos sitios de ligacdo para genes supressores e fatores de
transcricdo como o AP1, Spl e Sp3 (21,42,43). Quando na presenca do -
735C/T, hd uma alteracdo na sequéncia consenso de reconhecimento
(CCCTCC —» CTCTCC), impedindo desta maneira a ligacdo do fator Spl o
que impede a ligacdo do fator Spl a iniciar o estimulo transcricional e
expressao da MMP-2 (41,44).

No presente estudo, associacao estatistica foi encontrada na avaliacdo
do modelo recessivo (TT) como fator protetor do grupo caso (LSIL mais HSIL),
com reducao dos riscos de progressao tumoral e invasdo tecidual em relacao
ao grupo controle. Esses resultados também sao suportados pelos descritos na
metanalise realizada por Peng et al 2010, onde uma menor susceptibilidade ao
cancer foi associada a presenca do gendtipo TT em tumores de pulmao,
esbfago e outros (33,45). No entanto, uma avaliacdo mais robusta deve ser
realizada a fim de tentar elucidar a real funcionalidade do genétipo TT como
fator protetor ou fator de risco a progressao tumoral (46).

A influéncia do uso prolongado de anticoncepcionais orais como cofator
do desenvolvimento em neoplasias ginecolégicas tem sido avaliado e
corroborado por diversos autores (9,11,47,48). Nos resultados obtidos nesse
estudo, no entanto, ndo foram encontradas quaisquer associacfes entre 0s
alelos, ou, genétipos da MMP-2 C735T com o aumento do risco de progressao
neoplasica para a malignidade. Uma avaliacdo incluindo um nimero amostral
maior com maior representatividade de pacientes usuarias de anticonceptivos
hormonais ajudem no entendimento da associagdo desse cofator com o
polimorfismo de estudo.

Um dos principais cofatores associados ao desenvolvimento neoplasico
do cancer de colo do utero € o tabagismo (49,50). No presente trabalho, a
avaliacdo do risco entre o fumo e os genoétipos de C735T ndo encontrou
associacdo significativa. O mesmo panorama pdde ser observado nos
resultados de Srivastva et al 2013 em céncer cervical e por Butkiewicz et al,
2015 em tumores de pulmé&o (23,51).

Dados de Lin et al, 2004(33,45), sugerem que aproximadamente 99%
dos casos de cancer de colo do utero possuem a presenca do HPV de alto
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risco como principal fator etiolégico do desenvolvimento do carcinoma cervical .
Na presente andlise, no entanto, a deteccdo viral foi possivel em apenas
75,83% das amostras avaliadas, situacdo que pode estar relacionada a uma
limitacdo na sensibilidade da metodologia de deteccao viral utilizada.

O envolvimento do HPV na carcinogénese cervical vai além das ja
sabidas alteracbes na maquinaria das células escamosas (52). O
aprofundamento do conhecimento sobre as interagbes do tumor e o
microambiente adjacente, tem possibilitado um maior entendimento sobre as
acOes do HPV nos diferentes tipos celulares presentes na matriz extracelular
(53). A expressdo das MMP em modelos in vitro, por exemplo, tem
demonstrado associacdo com a presenca dos oncogenes virais nas linhagens
celulares de estudo(54). Com os resultados de Kaewprag et al 2013, foi
observado que o aumento dos niveis de mRNA dos oncogenes E6 e E7
estavam promovendo a superexpressdo dos niveis proteicos das MMP-2,
MMP-9 e MT1-MMP nas linhagens de carcinoma escamoso cervical (55). Nos
dados descritos por Zhu et al 2015, uma avaliacdo adicional suprimindo a
expressdo dos oncogenes E6 e E7 do HPV 16 foram realizados a fim de
confirmar a interferéncia do virus na expressao proteica. Foi observado que a
expressdo foi significativamente menor sem a presenca dos oncogenes do
HPV 16 do que no grupo controle. A interacdo entre polimorfismos e a
presenca viral também tem sido investigadas, como no trabalho de Singh et al
2015, onde a associacdo entre a infeccdo viral e os gendtipos C1306T da
MMP-2 no cancer cervical nédo foi significativa(32). O mesmo pdde ser
observado nos resultados do presente trabalho, a associacdo entre o -735C/T
e a positividade viral nao foi significativa. Situagcdo que poderia ser mais bem
elucidada com a realizacdo de uma metodologia que avalie o nivel de
expressao proteico dos diferentes genodtipos em presenca ou auséncia da

infeccd@o pelo Papillomavirus humano.
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Conclusao

Em conclusédo, os achados obtidos no presente trabalho demonstraram
gue o gendtipo TT presente no polimorfismo MMP-2 C735T parece conferir um
fator protetor as lesGes cervicais pré neoplasicas para a progressao maligna.
No entanto, a associacdo dos demais gendtipos e alelos com o risco de
progresséo das lesbes cervicais ndo foi significativa. Assim como, o0 uso de
anticonceptivos orais, o tabagismo e a infeccdo pelo HPV ndo demonstraram
associacdo com a presenca dos polimorfismos nos casos com lesdo
intraepitelial. Mais trabalhos compreendendo a avaliacdo de mais amostras
com mais cofatores devem ser realizados a fim de buscar elucidar de forma

mais profunda a funcionalidade do polimorfismo -735C/T no cancer cervical.
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Tabela 1- Primers utilizados para a deteccédo e genotipagem do HPV. Adaptado de
Karlsen et al, 1996. (56).

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

HPV CGTCCMARRGGAWACTGATC 445-499
MY09
HPV MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 445-499
HPV 16 Pri TCAAAAGCCACTGTGTCC TGA 119
Pr2 CGTGTTCTTGATGATCTGCAA
HPV 18 Pri CCGAGCACGACAGGAACGACT 172
Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT
HPV 31 Pri CCGAGCACGACAGGAACGACT 153
Pr2 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT
HPV 33 Pri AACGCCATGAGAGGACACAAG 211
Pr2 ACACATAAACGAACTGTGGTG

Tabela 2- Caracteristicas gerais das pacientes caso (LSIL e HSIL) e controle.

Caracteristicas LSIL (%) HSIL (%) Controle (%)
N= 63 N=73 N=91

(l\ges:? |dade (anos) 32,4 (+10,79) 38,04 (+13,03) 40,84 (+10,62)

Uso

Anticoncepcional

Sim 23 (36,51%) 16 (21,92%) 13 (14,29%)

Nao 40 (63,49%) 57 (78,10%) 78 (85,71%)

DP* Desvio Padrao
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Tabela 3- Polimorfismo de MMP-2 (SNP -1306) em pacientes com lesdes de baixo
grau (LSIL) e alto grau (HSIL) e pacientes saudaveis com 0 uso de anticonceptivo oral
como cofator.

Casos® Controle® p-value; OR [95% CI]
LSIL® HSIL® Citologia LSIL vs. HSIL vs.
Normal Controle Controle
-735
Genotipos
CcC 24 (40.7) 28 (44.4) 36 (42.9) Referéncia Referéncia
CT/TT 0.57;1.23 [0.60- 0.62; 0.86 [0.47-
35(59.3) 35(55.6) 48 (57.1) 2.54] 1.57]

Tabela 4- Polimorfismo da MMP-2 C735T em pacientes com lesfes cervicais de alto
grau (HSIL) com o uso do tabaco como cofator.

HSIL HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.I.]
. ~ : Tabagistas vs.
Tabagistas® Nao Tabagistas N0 T%bagistas
Modelo
Codominante
CcC 2 (25,0) 26 (47,3) Referéncia
CT 5 (62,5) 27 (49,1) 0.37; 2.41[0,43-13.53]
TT 1(12,5) 2(3,6) 0.37; 6.50 [0,40 106.72]
Dominante
CC 2 (25,0) 26 (47,3) Referéncia
CT-TT 6 (75,0) 29 (52,7) 0.22; 2.69 [0,50-14.51]
Recessivo
CC-CT 7 (87,5) 53 (96,4) Referéncia
TT 1(12,5) 2(3,6) 0.34; 3.79 [0,30-47.36]
Sobredominante
CC-TT 3(37,5) 28 (50,9) Referéncia
CT 5(62,5) 27 (49,1) 0.48;1.73 [0,38-7,95]

Tabela 5- Distribuigdo da incidéncia viral nas lesGes cervicais has amostras avaliadas.

HPV
HPV 16 HPV 31 HPV33  HPV58 HPV563,lle 11,61 e
81
LSIL 54.14% (16) 46,43% (13) 7,14% (2) 3.57% (1) i 3.57% (1)

HSIL 97,30% (36) 51,35% (19) 13,51%(5) 8,11% (3) 2,70% (1) -
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Gréfico 1. Distribuicdo em valores absolutos dos perfis dos HPV encontrados
nas lesdes cervicais com infec¢des Unicas. Outro HPV*- Outros tipos virais que
ndo foram identificados pelos primers especificos.
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Grafico 2. Distribuicdo em valores absolutos dos perfis dos HPV encontrados
nas lesdes cervicais com infecc¢des virais multiplas.
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Tabela 6- Polimorfismo de MMP-2 (SNP -735) em pacientes com lesdes de baixo grau
(LSIL) e alto grau (HSIL) e pacientes saudaveis (grupo controle).

Casos” Controles” p-value; OR
[95% C.I.]
LSIL® HSIL® Citologia LSIL vs. HSIL vs.
Normal Controle Controle

-735
Genotypes
CcC 24 (40.7) 28 (44.1) 60 (42) Reference Reference
CT/TT 0.79; 1.09 [0.56- 0.73; 0.90 [0.50-

35(59.3) 35(55.6) 83 (58) 2.15] 1.64]

Tabela 7- Polimorfismo de MMP-2 (SNP -735) em pacientes com leséo intraepitelial e

pacientes saudaveis.

Casos® p-value; OR [95% C.1.]

Genotipos Controles Casos Casos X Controles
Codominante Referéncias
CC 36 (42,9) 52 (42,6)
CT 38 (45,2) 65 (53,3)
TT 10 (11,9) 5(4,1) 0,35; 1,18 [0.11-2.12]
Dominante
CC 36 (42,9) 52 (42,6)
CT;TT 48 (57,1) 70 (57,4) 1,00; 1,01 [0,58-1,77]
Recessivo
CC;CT 74 (88,1) 117(95,9)
TT 10 (11,9) 5(4,1) 0,03; 1,00 [0,10-0,96]
Codominante
CC, TT 46 (54,8) 57 (46,7)

cT 38 (45,2)

65 (53,3)

1,00:1,38 [0,79-2,41]
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Tabela 8- Polimorfismo da MMP-2 C735T em pacientes com lesdes cervicais de baixo
(LSIL) e alto grau (HSIL) infeccéo pelo HPV 16.

LSIL e HSIL LSIL e HSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.1.]

. c . HPV 16 Positivos vs.
HPV 16 Positivos® HPV 16 Negativos HPV 16 Negativos

Modelo

Codominante

CcC 19 (41,3) 13 (50,0) Referéncia

CT 24 (52,2) 12 (46,1) 0,73;1,37 [0,51-3,68]
TT 3(6,5) 1(3,8) 0,73;2,05 [0,19-21,97]
Dominante

CC 19 (41,3) 13 (50,0) Referéncia
CT-TT 27 (58,7) 13 (50,0) 0,48;1,42 [0,54-3,74]
Recessivo

CC-CT 43 (93,5) 25 (96,5) Referéncia

TT 3(6,5) 1(3,8) 0,62;1,74 [0,17-17,68]
Sobredominante

CC-TT 22 (47,8) 14(53,9) Referéncia

CT 24 (52,2) 12 (46,1) 0,62;1,27 [0,49-3,34]

Tabela 9- Polimorfismo -735C/T em lesGes cervicais de baixo grau (LSIL) e a infeccdo
pelo HPV 16.

LSIL LSIL p-value; OR
Casos® Controle® [95% C.1.]

. c . HPV 16 Positivos vs.
HPV 16 Positivos® HPV 16 Negativos HPV 16 Negativos

Modelo

Codominante

CcC 6 (40) 6 (46,1) Referéncia

CT 8 (53,3) 6 (46,1) 0,93;1,33 [0,28-6,28]
TT 1(6,7) 1(7,7) 0,93; 1,00 [0,05-19,96]
Dominante

CcC 6 (40,0) 6 (46,1) Referéncia
CT-TT 9 (60,0) 7 (53,9) 0,74;1,29 [0,29-5,77]
Recessivo

CC-CT 14 (93,3) 12 (92,3) Referéncia

TT 1(6,7) 1(7,7) 0,92;0,86 [0,05-15,23]
Sobredominante

CC-TT 7 (46,7) 7(53,9) Referéncia

CT 8 (53,3) 6 (46,1) 0,70:1,33 [0,30-5,91]
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Tabela 10- Polimorfismo -735C/T em lesdes cervicais de alto grau (HSIL) e a infecgc&o

pelo HPV 16.
HSIL HSIL p-value; OR
Casos® Control® [95% C.1.]
. c . HPV 16 Positivos vs.
HPV 16 Positivos® HPV 16 Negativos HPV 16 Negativos
Modelo

Codominante
CcC

CT
TT
Dominante
CcC

CT-TT
Recessivo
CC-CT

TT
Sobredominante
CC-TT

CT

13 (41,9)
16 (51,6)
2 (6,5)

13 (41,9)
18 (58,1)

29 (93,5)
2 (6,5)

15 (48,4)
16 (51,6)

7 (53,9) Referéncia

6 (46,1) 0,42;1,44 [0,39-5,34]

0 (0,0) NA [0,00-NA]

7 (53,9) Referéncia

6 (46,1) 0,47;1,62 [0,44-5,95]
13 (100,0) Referéncia

0 (0,0) 0,23; [0,00-NA]

7(53,9) Referéncia

6 (46,1) 0,74;1,24 [0,34-4,56]
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7.CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que o
gendtipo TT presente no polimorfismo MMP-2 C735T parece conferir um fator
protetor as lesbes cervicais pré neoplasicas para a progressdao maligna. No
entanto, a associacao dos demais genotipos e alelos presentes no -1306C/T e -
735C/T nao demonstraram quaisquer associacdes significativas entre a
presenca do polimorfismo e o aumento do risco de evolugédo das lesbes. Da
mesma maneira que 0 uso de anticonceptivo oral, o tabagismo e a infeccdo
pelo HPV parecem nédo influenciar os riscos de progressao das lesdes em
presenca dos polimorfismos -1306C/T e -735C/T. Portanto, estudos
compreendendo a avaliacdo de mais amostras e mais cofatores devem ser
realizados devem ser realizados a fim de tentar elucidar a influéncia do
gendtipo TT -735C/T nas lesdes cervicais. Assim como, avaliar uma possivel

influéncia do MMP-2 C1306T nas lesfes pré neoplasicas do colo do utero.
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(%) Uronograma

i1 Pendéncias solicitadas pelo relator

() Brochura do Investigador

[ ) Emenda(s)

{ ) Efeitors) adverso(s)

{1} Relatdrio parcial

{1 Relatdrio atualizado

{ ) Relatono final

Recebido em: 3000420009 »
) COMTE OE £TCA EM PSS

b ol o] e

= —

CEP - HUOC/PROCAPE

Pavilhido Ovidio Montenegro — 1" andar
Rua Amobio Margues, 310 - Santo Amara - 50000-1 30 — Recife-PE.
Fone: (81} 31841460 — Fone/Fax: (813 3184.127] - E-mail: cep_huoc. procape@yvahoo,com.br
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UNIYERSINADT
DE PERNANDLCO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
COMPLEXO HOSPITALAR HUOC/PROCAPE

Reuniao: 25/05/2010 Protocolo CEP - HUOC/PROCAPE:n® 64/2010
CAAE: 0038.0,106.000-10

Projeto: Avaliacio dos polimorfismos dos oncogenes E6 e E7 dos HPVs 16, 18, 31 ¢ os polimorfismos
nos genes IL10. MBL2. TNFalfa e TPS3 em pacientes do Centro de Oncologia do Hospital Universitarii
Oswaldo Cruz: Um estudi voltado 4 politicas pablicas de impacto social.

Pesquisador Principal: Maria Tereza Cartaxo Muniz

Resultado:

* Resultado do Projeto - APROVADO

WL
Magaly Bushatsky

Vice-coordenadora
CEP-HUOC/PROCAPE

Pavilhdo Ovidio Montenegro — 1* andar
Rua Arndbio Marques, 310 — Santo Amaro — 30100- 130 — Recife-PE.
Fone: (81) 3184.1460 — Fone/Fax: (81) 3184.1271 - E-mail: cep_huoc.procapefdyahoo.com.br
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30/4/2010 CAAE - Certificado de Apresentagdo p..

MINISTERIO DA SAUDE
Censelho Nacional de Saude
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PROJETO RECEBIDO NO CEP CAAE - 0058.0.106.000-10

Projeto de Pasquisa

avalizcac dospelimarismos dosoncogeres E6 @ E7 dos HPVs 16, 13, 31 & os polimorfismos nas genes IL1C, MBL2, TNFalfa e TP53 em
pac.entesdc Cenl de Oncologia do Hogutal Universitario Oswaldo Cruz Um esiudi voltado & politicas publicas de impacto social

iAroals) Tematica(s) Especial(s) Grupo ase
Senélica Humana  Biosssguranga MNao % aplica
Pesquisador Responsave!
CPF Pesquisador Responsavel ceénpse —~
49671935415 |MARIA TEREZA CARTAXO MUNZ h.iqm .o :?..g ummucn.mm 2

Data ¢e Entrega Recebimento:
amearz010

Assinatura

Este documento devera ser, obrigatoriamente, anexado ao Projeto de Pesquisa.



