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RESUMO

O céncer de colo do atero, o quarto tipo mais comum entre as mulheres brasileiras, é
precedido por lesbes epiteliais, classificadas como neoplasia intraepitelial cervical
(CIN) de grau I, II, ou Ill, normalmente associadas com infecgdo genital pelo
papilomavirus humano (HPV). Porém, os elementos envolvidos no prognostico da
infeccdo por HPV ainda estdo pouco esclarecidos. O dxido nitrico (NO), um gas
soltvel envolvido em processos de vasodilatacdo, neurotransmissdo e imunidade, é
produzido a partir da acdo de 3 isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
sendo a endotelial (eNOS) uma das moléculas envolvidas com o cancer. No entanto,
investigacdes sobre o efeito de mutagdo na eNOS no céncer ainda geram resultados
conflitantes, com poucos estudos relacionando essas diferencas genéticas com CIN ou
cancer cervical. No presente estudo, os polimorfismos 894G>T e VNTR 4b4/a forma
investigados por PCR em amostras de mulheres atendidas em USFs de Olinda — PE.
Os dados foram correlacionados com os aspectos de citologia oncotica, infeccdo por
HPV, assim como gendtipos de HPV de alto risco. Amostras de DNA de sangue de 94
pacientes atendidas em unidades de atencdo primaria foram avaliadas, e os dados
analisados em relacdo ao tipo de lesdo cervical para determinar o efeito do
polimorfismo da eNOS na susceptibilidade a infeccdo por HPV. A distribuicdo dos
polimorfismos de eNOS 894G>T e VNTR 4b/a apresentou maior frequéncia para 0s
genotipos G/G (64,9%) e 4b/4b (67%), respectivamente. Apenas genotipo eNOS 894
T/T poderia estar associado a leséo cervical (p=0,0018), enquanto o genétipo VNTR
4a/da nao foi encontrado nesta populacdo. N&o houve associacdo entre 0s
polimorfismos de eNOS com a infeccdo pelo HPV, HPV de alto risco ou vaginose
bacteriana. No entanto, o haplétipo G/T+4a/4b apresentou OR de 5,3 para vaginose
bacteriana (95% CI 0.76-37.1), enquanto T/T+4b/4a mostrou OR de 5,0 para infec¢do
por HPV (95% CI 0.11-220) e para 1,8 lesdes cervicais (95% CI 0.04-79.5). A
combinacgédo dos alelos T+4a apresentaram valores de OR para infeccdo por HPV de
3,0 (95% CI1 0.07-115) e lesdes cervicais 1,29 ( 95% CI 0.03-53.6). Os resultados
indicam polimorfismos na eNOS podem influenciar na resposta imunolédgica do
organismo contra o0 HPV e no surgimento das lesbes cervicais. Estudos adicionais
serdo necessarios para confirmar o papel polimorfismos da eNOS na evolucdo das
lesGes cervicais para 0 cancer.

Palavras-chave: Polimorfismos de eNOS, infec¢do por HPV, lesdo cervical.



ABSTRACT

The cervical cancer, the fourth most common type among Brazilian women is
preceded by lesions in the epithelium cervical intraepithelial neoplasia (CIN), usually
associated with genital human papillomavirus (HPV). However, the elements
involved in HPV infection of prognosis are still poorly understood. Nitric oxide (NO)
is a soluble gas processes involved in vasodilation, neurotransmission and immunity.
NO is produced from 3 isoforms of the enzyme nitric oxide synthase (NOS) and
endothelial (eNOS) of the molecules involved in cancer. However, investigations of
the mutation effect on eNOS in cancer also generate conflicting results, with few
studies linking these genetic differences with cervical cancer. In the present study, a
panel involving molecules associated with eNOS and signaling pathways related to
eNOS was designed, highlighting 5 stimulatory molecules production eNOS, 4 and 38
signaling pathways related molecules eNOS. DNA from blood samples of 94 patients
with and without cervical intraepithelial lesion were analyzed for the presence of two
polymorphisms in the eNOS gene, G894T and intron 4VNTR (4a/b). The distribution
of eNOS 894G>T and VNTR 4b/a polymorphisms showed higher frequency of G/G
(64.9%) and 4b/4b (67%) genotypes. No VNTR 4a/4a genotype was found in this
population. Only eNOS 894 T/T genotype may be associated with cervical lesions (p
= 0.0018). There was no association between polymorphisms of eNOS with HPV
infection, high risk HPV or bacterial vaginosis. However, the haplotype G/T + 4a/4b
showed an OR of 5.3 for bacterial vaginosis (95% CI 0.76-37.1), while T/T + 4b/4a
showed an OR of 5.0 to HPV infection (95 % CI 0.11-220) and 1.8 cervical lesions
(95% CI 0.04-79.5). The combination of T + 4a alleles presented OR values for HPV
infection of 3.0 (95% CI 0.07-115) and cervical lesions 1.29 (95% CI 0.03-53.6). The
genotype 894 T/T associated with the genotype VNTR 4b/4a can be related to HPV
infection. And more studies are needed to confirm the role of eNOS polymorphism in
cervical lesions.

Keywords: eNOS polymorphism, HPV infection, cervical lesions.
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1. INTRODUGAO

No ano de 2012 houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de 8,2 milhGes de
mortes por cancer, em todo o mundo (IARC, International Agency for Research on Cancer). Nos
paises em desenvolvimento, os trés tipos de cancer mais frequentes em homens foram pulméo,
prostata e intestino; e mama, intestino, pulméo e colo do Gtero nas mulheres (INCA, 2016).

O Cancer cervical é precedido por lesdes bem definidas no epitélio conhecidas como
neoplasia intraepitelial cervical (CIN). Essas leses estdo associadas com infecgdo genital pelo
papilomavirus humano (HPV). A maioria das infeccGes genitais pelo HPV sdo clinicamente
indetectaveis e ndo resultam em CIN ou céncer (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
Clinicamente, os virus tém sido subdivididos entre grupos de baixo risco (HPV 6, 11, 42, 44) e de
alto risco (HPV 16, 18, 31, 33) (REAL; ALMEIDA; MARTINS, 2010).

Células do sistema imune utilizam éxido nitrico (NO) como arma citotoxica ou citostatica
na destruicdo de patogenos e células tumorais, sendo um mecanismo importante na imunidade
ndo especifica (SINGH et al.,, 2011). Tambem participa da respiracdo e migracdo celular
(KORDE CHOUDHARI et al., 2013). O NO é um radical livre que exerce varios efeitos
protetores para manter regulacdo cardiovascular e hemostasia, como relaxamento endotélio-
dependente, acdo anti-inflamatoria e antitrombdtica (MANGIAPANE, 2012).

O NO pode contribuir diretamente para o desenvolvimento de algumas doencas virais,
como também apresentou efeitos antivirais (AKAIKE e MAEDA, 2000). Portanto, NO tem um
papel complexo na resposta imunolégica do hospedeiro contra virus. NO também tem sido
considerado um agente citotoxico e promotor de crescimento tumoral. Os efeitos citotoxicos
envolvem dano direto sobre o DNA e inibicdo de enzimas envolvidas na sintese de acidos
nucléicos. Por outro lado, 0 NO pode favorecer o crescimento e disseminacao tumoral através da

promocdo da angiogénese (BRENNAN et al., 1999).

O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina pela enzima é6xido nitrico sintase (NOS). Existem trés
tipos diferentes de NOS: endotelial (eNOS), neuronal (nNNOS) e induzivel (iNOS), que se
expressam de duas maneiras: a eNOS e a nNNOS sdo expressas constitutivamente em niveis baixos
e podem ser ativadas rapidamente pelo aumento do calcio intracelular. A INOS é induzida

quando os macréfagos e outras células sdo ativados pelas citocinas ou outros agentes e seus

18



efeitos sdo por tempo prolongado (KUMAR et al., 2005). Recentemente, demonstrou-se que o
polimorfismos T-786C, G894T e intron VNTR 4b/a estdo associados com o desenvolvimento e
caracteristicas clinicas do cancer de prostata (SAFARINEJAD et al., 2013).

Com excecdo do céncer de pele, o cancer cervical € o que apresenta maior potencial de
prevencdo e cura, quando diagnosticado precocemente. Atualmente, teste citopatoldgico
convencional, Papanicolau, é a principal estratégia de programas de rastreamento do céncer do
colo do Gtero no mundo (INCA, 2014).

O rastreio com citologia tornou-se um componente bem estabelecido de cuidados preventivos
padrdo em paises mais desenvolvidos (YABROFF et al., 2009; SARAIYA et al., 2010).Vérios
esforcos se concentraram em melhorar a precisdo e custo eficacia dos protocolos de rastreio
baseado na citologia (SCHIFFMAN et al., 2011). No entanto, as taxas de falso-negativos
associados a citologia continuam a ser substanciais, principalmente pelo fato da deteccao
citologica ainda depender da identificacdo visual e interpretagdo subjetiva de alteracOes
morfologicas induzidas por HPVs carcinogénicos (SIEBERS et al., 2009).

A investigacdo de marcadores moleculares pode contribuir de forma significativa na
prevencdo. Por utilizar métodos sensiveis e especificos, podem diagnosticar a doenca de maneira

precisa e precoce.
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2. REVISAO BIBLIOGAFICA

2.2. CANCER CERVICAL

Com base no documento World Cancer Report 2014 da International Agency for Research on
Cancer (larc), da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), € inquestionavel que o cancer é um
problema de salde publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde é esperado
que o impacto do cancer na populacdo corresponda a 80%dos mais de 20 milhGes de casos novos
estimados para 2025 (INCA, 2016).

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos
novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente180 mil casos
novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. O perfil epidemiolégico observado
assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata(61 mil) em homens
e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Sem contar 0s casos de cancer de pele
ndo melanoma, os tipos mais frequentes em homens serdo prostata(28,6%), pulméo (8,1%),
intestino (7,8%), estbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama
(28,1%), intestino (8,6%), colo do atero (7,9%), pulméo (5,3%) e estdmago (3,7%) figurardo
entre os principais (figura 1) (INCA, 2016).

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, exceto
pele ndo melanoma (INCA, 2016).

Prostata 14.290 271% Homens Mulheres  Mama Feminina 11190 20.5%
Estdmago 2940 56% Colo do Utero 5.630 10,3%
Tragueia, Brdnguio e Pulmao 2.690 51% Galon e Reto 2530 46%
Golon e Reto 1.940 37% Traqueia, Bringuio e Pulmao  2.100 3.9%
Gavidade Oral 1.880 3,6% Estdmago 1.940 3.6%
Laringe 1.430 27% Glandula Tireoide 1.810 3.3%
Esfifago 1.340 25% Ovario 1.420 2,6%
Sistema Nervoso Central 1.260 2.4% Corpo do Utero 1.320 24%
Leucemias 1.210 2.3% Cavidade Oral 1.190 2.2%
Linfoma nao Hodgkin 1.010 1,9% Leucemias 1.070 2.0%

*“Numeros arredondados para multiplos de 10

Estima-se que 75% das mulheres sexualmente ativas adquirem infeccdo por HPV em
algum momento, mas na maioria das vezes a infeccao regride espontaneamente em 1 a 2 anos. A

persisténcia desta infeccdo, fator central para a progressao das CIN, parece aumentar com a idade
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(CASTLE et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2010), o que poderia atribuir a uma eventual CIN 1

ou CIN 2 maior chance de progresséo para CIN 3 ou cancer invasivo (figura 2).

Figura 2. Consequéncias possiveis da infeccdo por HPV. A progressdo é associada a integracdo do virus e a
aquisicdo de mutacBes adicionais (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
Atividade sexual

HPV
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Vulnerabilidade genética
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2.2. HISTOPATOLOGIA

NIC (milhées/ano)

Infecgao
persistente

NIC de grau superior

v

Céancer invasivo (10.500/ano)

v
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As lesBes cervicais sdo, geralmente, provenientes de inflamacgdes relativamente frequentes

(cervicites). Durante o desenvolvimento, o epitélio colunar mucossecretor da endocérvice € unido

a cobertura epitelial escamosa da ectocérvice na abertura do colo do utero. Com o inicio da

puberdade, a juncdo escamo-colunar sofre eversdo, tornando o epitélio colunar visivel na

ectocérvice. As células colunares expostas, no entanto, subsequentemente sofrem metaplasia

escamosa, formando uma regido chamada zona de transformacéo (Figura 3) (KUMAR; ABBAS,;

ASTER, 2013).
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Figura 3. Desenvolvimento da zona de transformacéo cervical (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
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A carcinogénese relacionada com o HPV comeca com alteracdo pré-cancerosa epitelial,
CIN, que geralmente precede o desenvolvimento de um céncer evidente por muitos anos, por
vezes décadas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Para lesdes intraepiteliais escamosas, 0
Sistema Bethesda de 1988 introduziu uma terminologia de dois niveis, lesdo intraepitelial de
baixo grau(LSIL)e lesdo intraepitelial de alto grau(HSIL), para relatar o espectro de anomalias
cervicais escamosas nao-invasivas. Apds a conferéncia Bethesda 2001, a terminologia
LSIL/HSIL permaneceu (SOLOMON et al., 2002). Em termos gerais, LSIL corresponde a uma
combinacdo das categorias de CIN 1 e alteracdes relacionadas com HPV sem CIN, e HSIL
representa CIN 2 e 3 (Figura 4) (HERRINGTON, 2015).

Para examinar o trato genital inferior e o colo do Utero, é realizada a colposcopia, exame
do por meio de um colposcopio com uma fonte de luz. A zona de juncdo escamocolunar e
transformacdo devem ser identificadas; isto determina se o0 exame foi satisfatorio ou ndo. O acido
acetico é entdo utilizado para avaliar o tamanho, a forma, a margem e localizacdo de qualquer
lesdo neoplésica. Estes resultados podem ser descritos de acordo com a nomenclatura da

Federacdo Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia (BORNSTEIN et al., 2012).
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Figura 4. Espectro da CIN, com epitélio escamoso normal para comparacdo: CIN | com atipiacoilocitética; CIN Il
comatipia progressiva em todas as camadas do epitélio; CIN Ill (carcinoma in situ) com atipia difusa e perda de
maturacdo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
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Quando alguma lesdo é identificada, é indicado que sejam obtidas pelo menos duas

amostras através de bidpsia para melhorar a precisao da colposcopia. A bidpsia deve ser realizada
e espécimes retirados da area mais grave encontrada no exame colposcépico para confirmar ou
descartar lesdes malignas (GAGE et al, 2006; ZUCHNA ET AL, 2010)

Citologia foi introduzida no inicio de 1950 como um método de rastreio primario, parte
dos exames preventivos anuais. Mesmo que nunca tenha sido objeto de uma avaliacéo de eficacia
em ensaios clinicos randomizados, as taxas de incidéncia de cancer cervical diminuiram na
América do Norte, Europa e Australia, o que forneceu uma prova amplamente aceita sobre a
eficicia da citologia como uma maneira de triagem (SOLOMON et al., 2007). O rastreio com
citologia tornou-se um componente bem estabelecido de cuidados preventivos padrdo em paises
mais desenvolvidos (YABROFF et al., 2009; SARAIYA et al., 2010).

De fato, mais da metade dos casos incidentes de cancer cervical nos EUA continuam a
ocorrer em mulheres que nunca ou raramente foram rastreadas (TANGKA et al., 2006). Embora
a sensibilidade clinica de um Unico esfregaco de Papanicolau seja modesta (60-70%) (NANDA et
al., 200; CONG et al., 2007), o sucesso de rastreio baseado na citologia é obtido por meio de
testes de Papanicolau frequentemente repetidos, o que é bastante dispendioso (MYERS et al.,
2000; MACDONALD et al., 2008). Varios esforcos se concentraram em melhorar a preciséo e

custo eficacia dos protocolos de rastreio baseado na citologia (SCHIFFMAN et al., 2011).
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A introducdo do liquido baseado em citologia diminuiu a proporcdo de laminas
inadequadas e permitiu o teste de reflexo para outros marcadores moleculares (SIEBERS et al.,
2009; KULASINGAM et al., 2002). No entanto, as taxas de falso-negativos associados a
citologia continuam a ser substanciais, principalmente pelo fato da deteccdo citoldgica ainda
depender da identificagdo visual e interpretacdo subjetiva de alteracbes morfoldgicas induzidas
por HPVs carcinogénicos (Figura 5) (SIEBERS et al., 2009).

Figura 5. Caracteristicas citolégicas da CIN em exame de Papanicolau. Células escamosas superficiais podem se
corar em vermelho ou azul. A, Células epiteliais escamosas superficiais normais esfoliadas. B, CIN I— LSIL. C e D,
CIN-11I e CIN-11I, respectivamente — HSIL (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

2.3 ETIOLOGIA- HPV

Filogeneticamente, os HPV que infectam humanos estdo classificados dentro dos géneros
alfa-, beta-, gama-, mu- e nu-papilomavirus (Figura 6).S8o divididos em subgrupos que infectam
a mucosa e os virus individuais sdo designados de alto e baixo risco oncogénico (tabela 1), de
acordo com a propensao das células infectadas a progressdao maligna (DE VILLIERS, 2013).
Mais de 100 tipos de HPV ja foram identificados; cerca de 40 destes infectam o trato genital
feminino (GARCIA-ESPINOSA et al., 2012).
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Figura 6. Andlise filogenética com base nas sequéncias L1 de mais de 170 tipos de HPV, bem como virus de
papiloma em animais individuais, utilizando o método de probabilidademéxima(DEVILLIERS, 2013).
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O género de maior importancia clinica é o alfa-papilomavirus, no qual se destacam as
espécies 9, 7 e 10, que incluem respectivamente os tipos oncogénicos 16 (espécie 9), 18 (espécie
7), e 0s tipos ndo oncogénicos 6 e 11 (espécie 10) (DE VILLIERS, 2013).

O pico de frequéncia da infeccdo por HPV ocorre na adolescéncia e inicio da idade adulta.
A frequéncia das infec¢bes por HPV incidentes declina progressivamente com a idade. Infeccédo
por HPV persiste em 5%-15% das mulheres infectadas, enquanto que 85%-90% das infeccbes
tornam-se indetectaveis no prazo de dois anos. Aquelas com infec¢do persistente por HPV de alto
risco (HPV 16 e 18) representam 70%-75% dos casos de cancer do colo do utero em todo o
mundo(IARC, 2015; MOSCICKI et al., 2012).
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Tabela 1. Tipos de HPV de acordo com o risco oncogénico (REAL; ALMEIDA; MARTINS, 2010).

Risco oncogénico HPV
Baixo -6, -11, -13, -40, -42, -43 , -44, -54, -55, -61, -70, -72, -81, -89.
Indeterminado -30, -32, -34, -64, -62, - 67, -69, -71, -74, -83, -84, -85, -86, -87,

-90, -91, -97, -102, -106.
Provéavel Alto Risco -26, -53, -66, -68, -73, e -82.
Alto Risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, e 68.

A infeccdo inicial por HPV requer acesso de particulas virais as células da camada
proliferativa basal através de uma microfissura no epitélio cervical. Apés a infeccdo, acredita-se
que o virus mantenha seu genoma com um baixo nimero de copias sob a forma epissomal nas
células da camada proliferativa basal, principalmente em células de reserva presentes em areas de
metaplasia (Figura 7) (DOORBAR et al., 2005).

O HPV é um pequeno virus de DNA sem envelope, de 55 nm de diametro (MU;
CASTELLSAGU; GONZ, 2006; ROS; SCHMITT, 2008). O genoma de HPV possui cerca de 8
kb em tamanho, onde contem trés regides funcionais, regido precoce (~4 kb), regido tardia (~3
kb) e regido longa de controle (LCR) (~1kb) (NGUYEN; PETER; RADY, 2014). A regido
precoce, como 0 nome indica, compreende genes expressos precocemente no ciclo de vida do
HPV. Existem seis genes localizados na regido precoce (E1, E2, E4, E5, E6, e E7), expressos
logo apos a entrada de HPV na célula hospedeira, o que resulta na replicacdo do DNA viral como
um epissoma. A regido tardia, por outro lado, contém dois genes (L1 e L2), que codificam
proteinas necessarias para as funcées virais tardias, tais como a formacéo da capsideo viral antes
da libertacdo de virions de HPV a partir da superficie de células infectadas. A LCR, que se
encontra entre as regides precoces e tardias, € uma regido ndo codificante que contém elementos
que desempenham papéis importantes na regulacdo replicacdo e transcricdo de genoma de HPV
(MISTRY; SIMONSSON; EVANDER, 2007).
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Figura 7. Expressdo do HPV e suas as proteinas ap0s a infec¢do no epitélio escamoso. Células filhas de células-
tronco epiteliais dividem-se ao longo da membrana basal e amadurecem verticalmente através do epitélio, sem mais
divisdo (lado direito). Apds a introducdo do HPV em células tronco da camada basal do epitélio, ocorre expresséo de
proteinas ndo virais. As proteinas virais sdo expressas sequencialmente com diferenciagdo como mostrado, e 0s
virides maduros sdo produzidos apenas nas camadas mais superficiais do epitélio. Células apresentadoras de antigeno
intraepitelial (APCs) estdo esgotadas no epitélio infectadas com o HPV (adaptado de FRAZER, 2004).
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Sob condic¢des normais, a proteina E2 de HPV serve como um repressor da transcri¢do de
genes E6 e E7 em queratindcitos humanos infectados (MCBRIDE, 2013) (Figura 8a). A
integracdo do genoma viral no genoma do hospedeiro representa um importante acontecimento
que leva a carcinogénese cervical, por provocar perturbacdes no gene E2 e suprimir sua producao
(Figura 8b). Isto leva a transcricdo desregulada dos genes E6 e E7, produzindo suas respectivas
oncoproteinas, E6 e E7, por meio das quais o virus principalmente exerce o seu potencial
oncogénico (MULLER; DEMERET, 2012). A E6 se combina com a E6AP (proteina associada a
E6) que provoca constante poli-ubiquitinacdo da p53, proteina supressora de tumor mais
importante em seres humanos, marcando-a para destruicdo (BEAUDENON et al, 2008) (Figura
3b). Por outro lado, a oncoproteina E7 promove a degradacdo da proteina do retinoblastoma
(pRb) (WANG et al, 2001). A perda da funcdo de p53 e pRb interrompe vérias vias celulares
importantes, que em ultima analise leva a oncogénese, fazendo com que células percam a
sensibilidade para os pontos de verificacdo do ciclo celular, bem como desregulacdo da
proliferacdo celular e da apoptose (TAN; ANKATHIL, 2015).
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Figura 8. a. A proteina E2 do HPV serve como um repressor transcricional para seus genes E6 e E7. b. Integracdo
do DNA do HPV no genoma do hospedeiro interrompe o gene E2, permitindo a producéo de E6 e E7, proteinas que,
respectivamente, inibem as proteinas supressoras tumorais p53 e pRb (adaptado de TAN; ANKATHIL, 2015).
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2.4 COFATORES NA INFECGAO POR HPV

Apesar do importante papel do HPV na carcinogénese cervical, por si s6 ndo é
suficiente para a transformacdo maligna de células cervicais. A infeccdo por HPV
geralmente regride quando varios outros fatores ambientais e/ou de estilo de vida ndo
estdo presentes (HAVERKOS et al., 2003). Vérios fatores comportamentais que
incentivem a transmissdo viral e persisténcia foram identificados como relevantes para o
risco de cancer cervical. Sendo principal modo de transmissdo do HPV é através de
relacbes sexuais, estes fatores comportamentais estdo principalmente associados com
praticas sexuais. Estes fatores incluem multiplicidade de parceiros sexuais (tanto da
mulher quanto do parceiro) (CASTELLSAGUE; BOSCH, 2003), nio uso de
contraceptivo de barreira (UYEN et al., 2014), falta de higiene genital (tanto da mulher
quanto do parceiro) (LEE et al, 2014; ALBERO et al, 2012) e inicio da atividade sexual
em idade precoce (PLUMMER et al., 2012).

Um dos mais importantes cofatores identificados € o fumo, como também
observado em outras formas de cancer (HAVERKOS et al., 2003; APPLEBY, et al 2006).
Tem sido relatado que o fumo provoca um dano oxidativo ao DNA mais grave em células
infectadas com HPV, que contribuem para a progressdo das células a malignidade
(MOKTAREet al, 2011). Além de que, multiparidade e a utilizagdo de contraceptivos orais
também tém sido associados com o desenvolvimento do cancer cervical (CIBULA et al.,
2010; PARAMITAet al, 2010), presumivelmente modulando a resposta imune ao HPV
através de mecanismos hormonais (PARAMIT Aet al, 2010; CHUNG et al, 2010).

Além disso, fatores que podem reduzir a eficiéncia do sistema imune na
eliminacdo do HPV, tais como alta carga viral e imunocomprometimento ou
imunossupressao devido a coinfeccdo com outros patdgenos, também tém sido implicado
no cancer cervical (MOBERGet al, 2005; HEARDet al, 2000).

Sistema Imune

2.5 SISTEMA IMUNE E INFECCAO POR HPV (SI)

2.5.1 INFLAMAGAO PERMITE O DESENVOLVIMENTO DO TUMOR

A inflamag&o é mediada por células do sistema imune (SI) como uma defesa imediata em
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resposta a infeccdo ou lesdo por estimulos nocivos. Células imunes inatas, tais como neutrofilos,
mastdcitos e macrofagos possuem receptores que sinalizam a ativacdo e a producdo de uma
matriz de proteinas e moléculas de defesa biologicamente ativas em resposta a substancias
estranhas, bem como a auto-moléculas danificadas ou alteradas (KHATAMI, 2014).

Hé& pelo menos trés fases distintas na resposta inflamatoria. Durante a fase aguda, hd uma
resposta inicial a uma substancia irritante ou organismo infeccioso que mimetiza a resposta de
cura de uma ferida ou infeccdo. Esta fase, geralmente é seguida por uma resposta intermediaria
que, em um estado saudavel, serve para regular ou diminuir a resposta aguda para resolver a
inflamacdo. Finalmente, hd& uma fase de resposta crbnica que, se ndo resolvida, pode ter
propriedades patolégicas potentes. Como consequéncia da persisténcia, um estado pro-
inflamatdrio sustenta a liberacdo de citocinas e quimiocinas com a capacidade de causar
alteracdes progressivas na composicao celular e molecular do microambiente. Isto leva a niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) pro-
mutageénicas, alteracdes na vasculatura (aumento da permeabilidade vascular, neovascularizacéo
e angiogénese), disturbios na funcdo mitocondrial e interrupcdo da sinalizagdo celular normal,
tais como o recrutamento de macrofagos com fungdo supressora de tumor para desativar a
imunidade mediada pelas células T. E o estado cronicamente inflamado ou em que existiram
falhas na resposta a cicatrizacéo de feridas ou resposta localizada, que tem sido identificado como

uma caracteristica comum no desenvolvimento de tumores e metastase (KHATAMI, 2008).

2.5.2 INFLAMAGAO E A CARCINOGENESE

A inflamacdo aguda possui dois lados efetores equilibrados e biologicamente opostos
representados num modelo de relagdo “Yin” (pré-apoptdtica ou tumoricida) e “Yang”
(cicatrizacdo de feridas ou pré-tumorigénica), em que as células imunes participam com as
células ndao-imunes no ambiente local (por exemplo, epitelial, vasculatura e neuronal) (Figura 9)
(KHATAMI, 2008). Respostas imunes adaptativas locais ou sistémicas (imunidade mediada por
células e humoral) sdo mobilizadas pela sinalizacdo seletiva entre as células efetoras imunes
inatas ativadas (por exemplo, macréfagos e mastocitos) e suas contrapartes no sistema imune
adaptativo (por exemplo, linfocitos T e B). Na inflamacdo aguda, células imunes possuem
propriedades partilnadas e especializadas que funcionam no reconhecimento e eliminacdo de

elementos estranhos intrinsecos ou extrinsecos que prejudicam ou danificam o tecido do
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hospedeiro (“Yin”). Na resposta de fase intermediaria ou resolucdo (“Yang”), as células do
sistema imunoldgico funcionam para resolver a inflamacdo e reparar o tecido danificado
(THOMPSON et al., 2015).

Figura 9. Representacdografica dos lados “yin” e “yang” da inflamagdoaguda. O esquema descreve dois lados
firmemente controlados e biologicamente opostos de autoencerramento da resposta inflamatéria aguda. Estimulos
induzem a ativacdo de células do sistema imunolégico inato e/ou adaptativo pela expressdo de fatores de morte
celularem “yin” (apoptose, supressdo do crescimento), processos para destruir elementos estranhos e tecidos lesado;
enquanto ‘“yang”, simultaneamente, produz fatores de crescimento (cicatrizacdo de feridas, promogdo do
crescimento) para terminar e resolver a inflamacao. Os processos “yin” e “yang” estdo intimamente facilitados pela
ativacdo de uma resposta vascular, expressdo de mediadores apoptéticos e cicatrizacdo de feridas (Adaptado de
KHATAMI, 2008).
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Ao longo das ultimas duas décadas, a compreensao da inflamacdo na tumorigénese levou a
identificacdo de um numero de moléculas que sdo fortemente ligadas ao desenvolvimento de
canceres humanos (CANDIDO; HAGEMANN, 2013; COLOTTA et al., 2009; COSTA;
SCHOLER-DAHIREL; MECHTA-GRIGORIOU, 2013).

Uma quantidade significativa de mecanismos celulares e moleculares tem sido descritos
como envolvidos na inicia¢do, promocao e progressdo do tumor induzido por inflamacéo (Quadro

1). O conjunto diversificado de moléculas efetoras derivadas de células do Sl é essencial para
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estas mudancas induzidas por inflamacdo no nivel celular e tecidual. Entre as moléculas
caracterizadas tém-se as espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS).

Quadro 1: Exemplos de alteragbes moleculares, celulares e teciduais observadas na inflamacdo crbnica e com
consequente promocao tumoral (Adaptado de THOMPSON et al., 2015).

% Instabilidade gendmica, remodelacdo cromossémica, mudangas epigenéticas,
alteracdo no gene e expressdo de microRNA;

% Modificagdo pds-translacional, alteracdo da atividade e localizacdo de proteinas;

% Metabolismo celular alterado;

% Inducdo do crescimento celular e sinais anti-apoptoticos —crescimento celular
descontrolado e acimulo de células com genomas danificados;

¢ Vasodilatacao, extravasamento vascular e infiltracdo de leucécitos — integridade
dos tecidos rompida e microambiente alterado;

% Necrose tecidual — neovascularizagdo e hipoxia;

% A indugdo de metaloproteinases da matriz — invasividade e propagacao.

Em niveis fisiologicos, tanto ROS quanto RNS sdo moléculas de sinalizacdo celular
importantes (ROBERTS et al., 2010). No entanto, em niveis elevados ou com a producao
aberrante, ROS e RNS sdo capazes de causar dano celular consideravel, resultando em lesdes
celulares, danos no DNA e provocando uma resposta inflamatoria (KARANTZA, 2012; NAIK;
DIXIT, 2011).

2.5.3 RESPOSTA IMUNE NAS LESOES INTRAEPITELIAIS CERVICAIS

Véarios componentes da resposta imune inata e adquirida sdo mobilizados para o
reconhecimento das infecgdes por HPV e para eliminar as células infectadas pelo virus. A
primeira linha de defesa consiste na resposta imune inata que ocorre na epiderme e no epitélio
das mucosas (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002), que seria, em linhas muito gerais, a resisténcia
ndo-especifica a infeccdo que ocorre quando os patdgenos se encontram com o sistema imune
pela primeira vez. Muitas infeccGes sdo detectadas pelo sistema imune inato e controladas
rapidamente, sendo este importante, inclusive, na inducdo da resposta imune adquirida por meio

da expressdo de citocinas e moléculas de adesdo. Essa resisténcia inicial é realizada por células
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que ndo possuem a capacidade de reconhecer especificamente o antigeno, como o fazem os
linfocitos, mas que também s&o de extrema eficiéncia e importancia no desencadeamento da
resposta imune, como, por exemplo, macr6fagos, células dendriticas, células epiteliais,
leucécitos, etc. Esses tipos celulares possuem receptores denominados receptores de
reconhecimento de padrfes (PRRs), que séo capazes de reconhecer diferentes microrganismos.

A imunidade inata ao HPV é mediada por varios mecanismos, incluindo inducdo de
interferon (IFN) e ativacdo de macrofagos e células natural killer (NK). Contudo, algumas
infeccOes por HPV ndo sdo rapidamente eliminadas pela imunidade da mucosa. De fato, a
expressao crénica de HPV em baixos niveis de coOpias viréticas pode induzir tolerancia do
epitélio infectado ao virus em questdo (DOAN et al., 1999).

Existem varios mecanismos de evasdo, nos quais 0 virus ndo tem fase de disseminacgéo
sanguinea; ou o virus ndo causa lise dos queratinocitos e, portanto, ndo induz resposta
inflamatdria; ou ocorre a producdo e liberagdo do virus nas células escamosas diferenciadas, que
séo distantes das citocinas e celulas imunocompetentes na submucosa(FERNANDO; MURTA,
2008).

A resposta inflamatoria possui papel central na imunidade inata, sendo estimulada por
citocinas pro-inflamatérias como (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (BYRNE;
DALGLEISH, 2001). Uma caracteristica da infeccdo por esse virus ¢ a auséncia de resposta
inflamatéria. A proteina E6 do HPV 16 inibe a expressdo de IL-18, uma citocina pro-
inflamatdria, liga-se competitivamente ao receptor da IL-18 (LEE et al., 2016). Liga-se também
receptor do TNF-a e protege as células da apoptose (PAPERS et al., 2002), o que nao é
interessante se forem células aneupldides imortalizadas (FERNANDO; MURTA, 2008).

Apesar da infeccdo por HPV ndo induzir prontamente uma resposta imune aguda, a
expressao e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias especificas como IL-1, TNF-a, IL-12, IL-10
e fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-p) estdo aumentadas nas lesbes intraepiteliais
cervicais de alto grau e no cancer cervical invasivo (TJIONG et al., 2001).

O microambiente influencia na producdo de mediadores e, consequentemente, na
evolucdo do tumor. Esse microambiente poderia fornecer desde interacbes com outros tipos
celulares, a partir de proteinas de membrana e moléculas de adesdo ou até mesmo citocinas que
poderiam ser sintetizadas por células da resposta imune com o intuito de destruir aquele tumor
(FERNANDO; MURTA, 2008).
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Estudos descrevem que os macréfagos estdo aumentados em infecgdes por HPV ou CIN e
no carcinoma cervical (DAVIDSON; GOLDBER; KOPOLOVIC, 1997) e que essas células estdo
presentes em ambos (epitélio e estroma), sendo capazes de matar células transformadas por HPV-
16. Portanto, papilomas que apresentam regressdo tém significante infiltrado de macréfagos que
coram positivamente para TNF-a ¢ isto se correlaciona com apoptose das células epiteliais
infectadas (HAGARI et al., 1995).

A proteina quimiotatica para mondcito (MCP-1), esta claramente envolvida na
sobrevivéncia intracelular da infeccdo por HPV. Contudo, a expressdo de MCP-1 esta diminuida
em HSIL, comparativamente ao epitélio cervical normal (EID; FRANK; UNIVERSITA, 1999),
sugerindo, portanto, que MCP-1 e macréfagos tém importante papel no controle do
desenvolvimento maligno (FERNANDO; MURTA, 2008).

As células NK sdo uma subpopulacdo de linfocitos que reconhecem e destroem células
danificadas e infectadas, de forma ndo-especifica. Agem pela liberacdo de granulos citotoxicos na
superficie das células-alvo e as destroem por induzir apoptose; liberam também TNF-a ¢ IFN-y,
aumentando a inflamacéo e a resposta imune. Essa linhagem de células é encontrada no estroma
de SIL (MALEJCZYK et al., 1989).

Os mediadores inflamatorios tais como TNF-a e IL-1 estimulam varios processos
importantes, incluindo maturacdo de células dendriticas para a apresentacdo de antigeno e
aumento da expressdo de proteina complexo de histocompatilibidade principal (MHC) classe | e
Il para o reconhecimento e apresentacdo de antigeno aos linfocitos T. Os receptores da resposta
imune (PRRs) tém por funcdo reconhecer fungos, bactérias e virus e sua ativacdo induz a
liberacdo de citocinas do padrdo T Helper do tipo 1(Thl) (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).
Regressao da infeccdo por HPV esta associada a resposta imune mediada por citocinas do tipo
Thl, que € caracterizada por um massivo infiltrado de células mononucleares, aumento das
moléculas de adesdo e apoptose de queratindcitos infectados. Porém, lesbes por HPV persistentes
ndo exibem inflamacao e podem desenvolver tolerancia (TINDLE, 2002). O desenvolvimento de
SIL tem sido associado ao padrdo Th2 (T Helper do tipo 2) de secrecdo de citocinas e a
proporcao IL-12/1L-10 se encontra reduzida. Além disso, as citocinas imunossupressoras, tais
como TGF-p e IL-10, estdo aumentadas (TJIONG et al., 2001).

Os interferons (IFNs) sdo uma familia de citocinas, onde o tipo | incluem o IFN-a e B que

sdo produzidos pelas células epiteliais e contribuem para a primeira linha de defesa antiviral,
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inibindo a proliferacéo e induzindo apoptose das células infectadas por virus (DEMARCO et al.,
1999). O IFN-y ¢ produzido por células T ativadas e células NK. Todos eles inibem a expressao
de RNAm das proteinas E6 e E7 em células HPV imortalizadas. Em contrapartida, as proteinas
E6 e E7 do HPV16 e 18 inibem especificamente a expressdo e sinalizacdo do IFN
(KOROMILAS; LI; MATLASHEWSKI, 2001), permitindo que o virus escape da resposta
antiviral (FERNANDO; MURTA, 2008).

2.6 Ox1Do NiTRICO E ENOS

O oxido nitrico (NO) é um radical livre que exerce varios efeitos protetores para manter
regulagdo cardiovascular e hemostasia, como relaxamento endotélio-dependente, acdo anti-
inflamatéria e anti-trombotica (MANGIAPANE, 2012). Também participa da respiracéo,
migracao celular, resposta imune e apoptose(KORDE CHOUDHARI et al., 2013).

NO desempenha um efeito muito importante regulando o sistema nervoso central e o
periférico, o sistema cardiovascular e no sistema imunolégico. NO é produzido em varios tecidos
a partir da conversdo de L-arginina a L-citrulina e NO por diferentes formas da éxido nitrico
sintase (Figura 10). Ha trés isoenzimas de NOS nomeadas como 6xido nitrico sintase neuronal
(nNOS), indutivel (iNOS) e a endotelial (eNOS). eNOS e neuronal nNOS séo constitutivamente
expressas e sdo referidas como Ca2+ dependentes, apesar de eNOS poder ser ativada
independente de célcio (LIEW, 1995; SAFARINEJAD et al., 2013).

Uma série de fatores regulam a atividade de eNOS, incluindo dimerizacdo mediada por
calmodulina, proteina de choque térmico 90 (HSP90), tetrahidrobiopterina (BH4) e caveolina
(DESJARDINS et al., 2012; FLEMING 2010). Quinases e fosfatases também desempenham
papéis fundamentais na regulacdo da atividade da eNOS (MOUNT et al., 2007).
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Figura 10. .Biossintese de NO e mecanismo de agdo. NO pode ser produzido por trés tipos de éxido nitrico
sintasenNOS, eNOS e iNOS que catalisam a oxidagdo de L-arginina para L-citrulina. NO ativa a enzima
guanilatociclase (GC) para aumentar a produgdo demonofosfato ciclico de guanosina (cGMP), que tem efeitos de
sinalizacdo em cadeia(adaptado de VANNINI; KASHFI; NATH, 2015).
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Estudos citogenéticos e moleculares mostram que o braco 7q do cromossomo humano
contém genes que podem desempenhar um papel importante na progressao do cancer
(KARASHIMA et al., 2000; NIHEI et al., 1999). O gene da eNOS humana esta localizado no
cromossomo 7g35-36 e contém 25 introns 26 éxons (MARSDEN et al., 1993). Entre varios
polimorfismos no gene da eNOS, trés se destacam. Os polimorfismos de nucleotideo
Unico(SNPs) T-786C (rs2070744) e G894T (rs1799983), e um nimero variavel de repeticdes em
tandem (VNTR) no intron 4 tém sido amplamente estudados (Figura 11) (LACCHINI et al.,
2010).
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Figura 11. Polimorfismos de eNOS analisados neste estudo (adaptado de ULIVI et al., 2015).
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O SNP T-786C afeta a transcricdo da eNOS. A substituicdo de timina por citosina na
posicao 786 da regido promotora de eNOS reduz drasticamente a atividade transcricional do gene
eNOS (NAKAYAMA et al, 1999;. WANG et al., 2002). Este efeito e, provavelmente,
relacionado com uma proteina repressora do gene chamada proteina de replicagdo Al (RPA1),
que se liga com mais afinidade ao promotor de eNOS quando o alelo C esta presente
(MIYAMOTO et al., 2000) (Figura 12A).

O SNP G894T esta localizado no éxon 7 e corresponde a uma mudanca de guanina por
timina na posicdo 894 do gene eNOS, resultando em uma substituicdo de glutamina por aspartato
na posicdo 298 da proteina, e, portanto, este SNP também é conhecido como GIu298Asp
(MARSDEN et al., 1993). O alelo variante Asp do polimorfismo GIu298Asp reduz a ligacao de
eNOS a caveolina-1 e resulta em uma diminui¢do da disponibilidade eNOS na fracdo caveolar
das células endoteliais (JOSHI et al., 2007) (Figura 12C).

Um VNTR caracterizado por repeticGes de 27 bp no intron 4 do gene da eNOS,regula sua
pos-transcricao por afetar a formacdo de pequeno RNA de interferéncia (SIRNA) (ZHANG et al.,
2008a, b). Este polimorfismo é conhecido como VNTR. Os alelos mais comuns sdo o selvagem
que tém cinco (variante 4B) ou o alelo mutante quatro cdpias (variante 4A) do fragmento de 27
pb (COOKE et al., 2007). Estudos in vitro indicam que as células endoteliais contendo cinco
cdpias mostram maiores quantidades de siRNA, conduzindo deste modo a niveis mais baixos de
RNAmM de eNOS em comparacdo com as celulas contendo quatro copias (ZHANG et al., 2008a,
b) (Figura 12B).
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Figura 12. Mecanismos funcionais dos polimorfismos de eNOS (Adaptado de OLIVEIRA-PAULA et al., 2016).

B B AT AT T
* T s TIRGT sy SO i
v j"‘ ﬁ 5 % v eNOS eNOS
T-786C = RPA1 leNA
P Iﬂ eNOS
- C - — j« :7’: v, LL;;C s oNOS —
B ey . AT AR
\ 4a 4x 27pb }- — 2: :ﬁ' ':' —_— j: :f» ‘;q. g, ::: - eNOS o
|3 e/ \ VIV, e .
v ‘rlIQNA ﬁ ,ﬁl ‘;ﬂr %. ;:/‘ oNOS eNOS
4b/4a VNTR — Feedback si
negativo / ? ‘l/' mRNA
‘//""//;: f /'I LW eNOS
- j:: I' /»“; — ﬁ‘ : S/ ]:ﬂ :4» :; — eNOS s
A
¢ 2 — ®
— G h Glu { V - ?:cos - ; CaM } Ativagio _’
— > de eNOS
‘\ONOS
Glu298Asp —] covtlo T - (o
i P en S TECCIC
Cav eNOS adt
——_cam
- —-_— — /( ‘/ﬂ uq ‘/, / —_— eNOS eNOS

Ultimamente, polimorfismos da eNOS tém sido averiguados sobre sua relagdo com o
cancer. T-786C e G894T foram relatados associados com o desenvolvimento de
cancer colorretal (JANG et al., 2013). A presenca do VNTR 4b/b, que presumidamente tém
uma menor expressao de eNOS, apresentou-se como gerando uma melhor resposta a terapéutica
do cancer colorretal metastatico (ULIVI et al., 2015). Foi sugerido que o gendétipo C/C e o alelo
C de T-786C seriam potenciais fatores de risco em pacientes com cancer gastrico
(KRISHNAVENI et al., 2015).

VERIM et al. (2013) relataram que os gendtipos heterozigotos e o haplétipo T/T de
G894T estavam significativamente associados com cancer de bexiga. AMASYALlet al. (2012)
descreveram que o alelo A do polimorfismo intron 4 VNTR como fator de risco potencial para

cancer de bexiga.

Em um estudo de meta-analise e caso-controle, apontou-se que os polimorfismos eNOS -

786T> C e 894G>T estariam associados com o aumento do risco de cancer de mama (GAO et
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al., 2015). Enquanto que outra meta-analise constatou que G894T e VNTR 4b/a ndo estéo

relacionados com o aumento ou diminuicao do risco de cancer em geral (HAQUE et al., 2015).

Desta forma, diz-se que o NO possui um papel conflitante no cancer. Por um lado, em
uma concentragdo relativamente baixa observou-se crescimento do tumor e proliferagdo celular.
Por outro lado, alta concentracdo de NO, gerada por macréfagos ativados pode mediar a apoptose
de células de cancer e inibir o crescimento. A regulacdo do crescimento do tumor por NO
representa uma nova dimensdo na biologia do cancer. Mais estudos sdo necessarios para avaliar a
funcdo exata do NO. Assim, enquanto muito ja se sabe sobre o seu papel bioldgico, ainda mais
tem a ser descoberto (KORDE CHOUDHARI et al., 2013).

2.7 MARCADORES MOLECULARES

Marcadores moleculares podem ter potencial uso na triagem primaria. Para qualquer
biomarcador ser (til, o resultado do teste tem de influenciar a gestdo clinica. Opgdes de
gerenciamento incluem referéncia direta para o tratamento, encaminhamento para colposcopia
para confirmar pre-cancer histologicamente, aumento da vigilancia atraves do rastreio mais
intensivo ou liberacdo para exames de rotina. As opcdes de gestdo devem ser escolhidas com
base no risco de um individuo de pré-cancer e cancer, indicado por resultados de testes e triagem
de outros indicadores de risco, tais como a idade (KATKI et al., 2009; CASTLE et al., 2011).

A identificacdo de genes relacionados a doencas vem sendo realizada através de modelos de
analise genéticos descritos ja no inicio da decada de 1950, mas que tiveram crescimento
exponencial de seus usos e aplicagdes com o advento do Projeto Genoma Humano. Os SNPs sao
variacGes num unico par de bases. O nimero de SNPs conhecidos no genoma humana ultrapassa
os 10 milhGes, e embora a sua informacdo seja limitada, a facilidade de genotipagem e 0 seu
elevado numero e frequéncia (de 1000 em 1000pb) no genoma humano fazem com que estes
marcadores sejam muito vulgarmente usados nos estudos de epidemiologia genética (BURTON
et al., 2005; MORTON et al., 2003).

O cancer cervical é em grande parte uma doenca evitavel se for realizada a deteccdo precoce.
A identificacdo de biomarcadores preditivos que poderiam determinar a suscetibilidade
individual ao cancer cervical, gerando um importante impacto clinico. A apoptose representa um
mecanismo fundamental para a supressdo do tumor e um processo devidamente regulado de
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apoptose garante eliminacdo eficiente de tecidos tumorais. Além disso, em um céncer mediado
por virus, como o carcinoma do colo do Utero, a apoptose equilibrada no hospedeiro é necesséria
para evitar a morte celular induzida por ativacdo desnecessaria entre linfocitos T, que, por sua
vez, permite uma resposta imune mais forte contra o patdgeno viral. Polimorfismos nos genes do
hospedeiro relacionados com a apoptose, podem influenciar a eficiéncia apoptética por perturbar
o equilibrio entre sinais pro e anti-apoptose ou alterando a funcionalidade dos produtos protéicos,
0 que poderia, por conseguinte, afetar a suscetibilidade do hospedeiro ao cancer cervical.
Portanto, estudos de epidemiologia genética com enfoque no papel dos polimorfismos em genes
relacionados com a apoptose representam uma area promissora e crucial de investigacdo para

identificar biomarcadores preditivos para o cancer cervical (TAN; ANKATHIL, 2015).

Novos biomarcadores serdo cruciais para decidir quem entre as mulheres HPV-positivas
precisam ser encaminhadas para uma avaliagdo mais aprofundada ou tratamento. Isto sera
importante para reservar um tratamento para aquelas mulheres que estdo em risco de desenvolver
cancer, assim, tratar de forma menos genérica lesdes de alto grau (SAHASRABUDDHE; LUHN;
WENTZENSEN, 2011).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a frequéncia dos polimorfismos 894G>T e VNTR 4b/a do gene Oxido Nitrico Sintase
Endotelial em amostras de pacientes do banco de dados do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA)- Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) com e sem lesGes cervicais, infec¢éo
por HPV e respectivos subtipos, vaginose bacteriana.

4.2 ESPECIFICOS

e Desenhar um painel que envolva moléculas associadas ao céncer cervical e vias de
sinalizacéo relacionadas com eNOS.

e Identificar presenga dos polimorfismos 894G>T e VNTR 4b/a do gene eNOS nas
pacientes;

e Correlacionar os dados de polimorfismos da eNOS com os outros aspectos laboratoriais e

clinicos das pacientes.
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Abstract

Cervical cancer is the fourth most common type among Brazilian women, being preceded by lesions in the
epithelium cervical intraepithelial neoplasia (CIN), usually associated with genital human papillomavirus (HPV).
However, the elements involved in HPV infection of prognosis are still poorly understood. Nitric oxide (NO) is a
soluble gas processes involved in vasodilation, neurotransmission and immunity. NO is produced from 3 isoforms of
the enzyme nitric oxide synthase (NOS) and endothelial (eNOS) of the molecules involved in cancer. However,
investigations of the mutation effect on eNOS in cancer also generate conflicting results, with few studies linking
these genetic differences with cervical cancer. In the present study, a panel involving molecules associated with

eNOS and signaling pathways related to eNOS was designed, highlighting 5 stimulatory molecules production
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eNOS, 4 and 38 signaling pathways related molecules eNOS. DNA from blood samples of 94 patients with and
without cervical intraepithelial lesions were analyzed for the presence of two polymorphisms in the eNOS gene,
G894T and intron 4VNTR (4a/b). The distribution of eNOS 894G>T and VNTR 4b/a polymorphisms showed higher
frequency of G/G (64.9%) and 4b/4b (67%) genotypes. No VNTR 4a/4a genotype was found in this population. Only
eNOS 894 T/T genotype may be associated with cervical lesions (p = 0.0018). There was no association between
polymorphisms of eNOS with HPV infection, high risk HPV or bacterial vaginosis. However, the haplotype G/T +
4a/4b showed an OR of 5.3 for bacterial vaginosis (95% CI 0.76-37.1), while T/T + 4b/4a showed an OR of 5.0 to
HPV infection (95 % CI 0.11-220) and 1.8 cervical lesions (95% CI 0.04-79.5). The combination of T + 4a alleles

presented OR values for HPV infection of 3.0 (95% CI

Keywords: eNOS polymorphism, HPV infection, cervical lesions.

1. Introduction

Worldwide, cervical cancer is the third most common cancer in women, accounting for 527,624 cases in
2012 and 560,505 new cases are estimated to occur in 2015 [1]. In Brazil, it is also the third most frequent cancer
among women nationally, but increases to the second most frequent in the northeast region. Cervical cancer is caused
by specific human papillomavirus (HPV) infections, which emerged as one of the most important identified risk

factors for widespread human cancers [2].

Human papillomavirus (HPV) is the most clinically common sexually transmitted infection due to its
carcinogenic power and the high number of lesions that it causes at different sites of the human body. Genital tract
organs are the most common sites where the virus can be found [3]. The balance between active immune responses
against human papillomavirus (HPV) and HPV-induced immune escape regulates viral clearance and carcinogenesis
[4]. The HPV replicative cycle is tied to the keratinocyte differentiation programme. They do not lyse keratinocytes,
so there is no opportunity for APCs to engulf virions and present virion-derived antigens to the immune system. So
several factors minimize or prevent exposure of virus to the immune system. Furthermore, there is no blood-borne
phase of infection, so the immune system outside the epithelium has little opportunity to detect the virus [5]. In this

view, it is important to understand how the innate immune system can inhibit the HPV infection and cervical lesion
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progression.

Nitric oxide (NO) is a multifunctional gaseous molecule and a highly reactive free radical. A family of
haemoproteins, called NO synthases (NOS) catalyses the oxidation of L-arginine to nitric oxide (NO) and L-
citrulline, consuming NADPH and oxygen. The three isoforms of NOS are eNOS, nNOS and iNOS. Both nNOS and
eNOS are constitutively expressed. The constitutive endothelial NO synthase (eNOS) is expressed in the
endothelium. Various studies have shown that NO can both promote and inhibit tumor progression and metastasis.
The effects of NO in tumors seem to depend on the activity and localization of NOS isoforms, concentration and

duration of NO exposure, and cellular sensitivity to NO [6].

There are five important stimuli for the production of eNOS: Vascular endothelial growth factor (VEGF),
bradykinin (BK), shear stress, and epidermal growth factor (EGF). All these stimuli promote the production of NO
by sequential activation of a signaling pathway in endothelial cells. Therefore, it seems that the increase in eNOS
activity promotes tumor progression, since VEGF induces angiogenesis; BK and shear stress inducing cell cycle and

EGFR signaling increases the synthesis of proteins for cell growth (Figure 1) [7-12].

Three major polymorphisms of eNOS have been researched for association with cancer risk: T-786C,
894G>T and VNTR 4b/a. The SNP G894T is located in exon 7 and corresponds to a change of guanine for thymine
at position 894 of the eNOS gene, resulting in a aspartate glutamine substitution at position 298 of the protein, and
therefore, this SNP is also known as GIu298Asp [13]. The variant allele polymorphism Asp Glu298Asp results in a
decreased eNOS availability and consequently produce less nitric oxide[14]. A VNTR repeats wherein the 27 bp
intron 4 of the eNOS gene, regulates its post-transcription by affecting the formation of small interfering RNA
(SiRNA) [15]. This polymorphism is known as VNTR. The most common alleles are those with five (4b) or four
copies (variant 4a) fragment of 27 bp [16]. Profiles containing five copies show larger amounts of siRNA, thus
leading to lower levels of eNOS mRNA compared to cells containing four copies which results in a lower production

of eNOS in the wild allele [17].

eNOS polymorphisms have been associated to breast cancer [18-22]; endometrial carcinoma [23] and
vulvar cancer [24]. However, there are few reports about the influence of eNOS polymorphism in Human

papillomavirus infection or cervical cancer development. The aim of this study was to analyze the relation between
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eNOS 894G>T and VNTR 4b/a polymorphism, cervical cancer precursor lesions, HPV infection, and bacterial

vaginosis.

2. Material and methods
2.1 Patient samples

Women studied were under surveillance in Family Unit Public Health (Olinda— PE, Brazil), and stored in
the database of Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA)- Federal University of Pernambuco (UFPE).
This study was performed with ninety-four women aged from sixteen to sixty-three years old, of which ten with
cervical lesions, forty-one positive for HPV infection where twenty- two infected with high-risk and seventeen with
low-risk, seventeen positive for bacterial vaginosis, and the majoritary low sociodemographic profile.

Cervical samples were harvested during the routine gynecological inspection, from the ectocervix and
endocervix by using a spatula and cytobrush (Kolplast, Brazil), respectively. Collected cells were applied onto a
glass slide, identified and stored in absolute ethanol (Vetec, Brazil; Sigma-Aldrich Corporation) until sample
preparation for cytopathology test. The residual cells in cytobrush were stored in PBS buffer pH7.0 (Life
Technologies, USA) and used for HPV identification and HPV genotyping. The exclusion criteria were: HIV
infection, pregnancy and post-partum, history of transplant, history of partial or complete uterus removal, and
immune compromised patients. Samples of peripheral blood were collected for eNOS analysis. This work was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (1964) and the experiments were performed after the
human subjects have signed an understanding and consent declaration. The Health Science Center Committee of the

Federal University of Pernambuco previously approved this research under the code CEP/CCS/UFPE 275/08.

2.2 Cytophatologycal analysis

Cervix material for cytopathological study as soon as collected was maintained and transported in absolute
ethanol. All samples were processed by the conventional cytology methodology [25]. The results were categorized
using the Bethesda System Nomenclature (2001): negative for intraepithelial lesion or malignancy (NILM), Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance (ASC-US), low grade squamous intra epithelial lesion (LSIL) and

high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). Unsatisfactory samples for cytological evaluation were excluded
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such as: lack of patient identification; broken blade; well-preserved squamous epithelial cells covering less than 10%
of the blade and presence of blood; inflammatory exudates; thick areas; poor fixation; artifacts, contamination and all
others parameters that could hampering the interpretation of the sample in more than 75%. The presence of small
coccobacilli coating the surface of squamous cells (featuring “clue cells”), besides the absence of lactobacillus,

featuring a misuse of flora was suggestive of bacterial vaginosis [26].

2.3 HPV analysis
2.3.1 HPV molecular identification

Cervical brush samples were transported and maintained in PBS buffer at 4°C up to processing step. Wizard
Genomic Kit (Promega, USA) was used for total DNA extraction following the manufacturer's instructions. DNA
eluted was stored at -20°C until HPV molecular analysis. HPV identification was performed by PCR using

consensus primers GP5+/6+ (Manos et al. 1989) and MY09/11 (Franco and Cuzick 2008). The final volume of

reaction was 25 (1L containing 2 (/L of extracted DNA, 12.5 /L GoTaq Green Master Mix (Promega, USA) and 1
[IL of each primer (10 pmol/]L). Amplification conditions: 94°C for 3 minutes; 34 cycles of denaturation at 95°C
for 1 minute, annealing for 1 minute and extension at 72°C for 1 minute; final extension at 72°C for 10 min. The
consensus primers for L1 region GP5+/6+ amplify 150pb with annealing temperature at 45°C. MY09/11 was used to
amplify 450bp of the same gene at 55°C annealing temperature. pBR322 containing HPV16 sequence was used as
positive control. B-actin gene was used as reporter to ensure the quality of DNA extraction, amplifying a region of
268pb (Fw: 5°-AGC GGG AAA TCG TGC GTG-3’ and Rv: 5°-GGT GAT GAC CTG GCC GTC-3"). Amplification
was prepared to the final volume of 25 uL and PCR conditions were: initial denaturation for 10 min at 94°C,
followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 62°C for 1 min and extension at 72°C for 1
min. The final extension step was performed at 72°C for 7 min. Ultrapure water was used as negative control.
Samples were assumed as positive after at least two amplifications for MY09/11 or GP5+/6+ among four tests, being

two for each primer set. Amplicons were analyzed on 1% agarose gel stained with ethidium bromide (10mg/ml).

2.3.2 HPV genotyping
The PapilloCheck® Test Kit was used according to manufacturer’s instructions (Greiner Bio-One GmbH,

Germany). PapilloCheck® Test Kit detects and differentiates 24 types of human papillomavirus, including 18 high-
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risk/probable high-risk HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82) and 6 low-risk
HPV (HPV6, 11, 40, 42, 43, 44/55) by DNA chip technology. The test cannot distinguish between HPV-55 and
HPV-44 due to cross-reaction, and the manufacturer instructions do not differentiate the high-risk HPV of the
probable high-risk HPV. Slide scanning and data analysis were performed in Greiner Bio-One CheckScanner™ and
CheckReport™ Software, respectively. Only samples positive for HPV-DNA or cytological abnormalities were

included in the genotyping kit.

2.4 eNOS polymorphism

Genomic DNA was extracted from EDTA anti-coagulated peripheral venous blood for eNOS
polymorphism. Wizard Genomic Kit (Promega, USA) was used for total DNA extraction following the
manufacturer's instructions. DNA eluted was stored at -20°C until eNOS polymorphism analysis eNOS894G>T
polymorphisms (rs1799983) analysis was performed by PCR-RFLP, using specific primers: Fw: 5’-AAG GCA GGA
GAC AGT GGA TGG A-3’ and Rv: 5°-CCC AGT CAA TCC CTT TGG TGC TCA-3’. Amplification conditions
were as follow: 94°C for 3 minutes; 34 cycles of denaturation at 94°C for 1 minute, 66°C annealing for 1 minute and
extension at 72°C for 1 minute; final extension at 72°C for 10 min. RFLP was performed by amplicon digestion with
Banll from BioLabs (New England, USA) for 1 h at 37°C. Restriction fragments were analyzed on 1.5% agarose gel
stained with ethidium bromide (10mg/ml). T allele showed 248 bp fragment, while the G allele was visualized as 163
pb and 85 bp fragments. The VNTR 4b/a polymorphism was detected by PCR as previously reported using the
following primers: Fw: 5’-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT-3’and Rv: 5’-TCT CTT AGT GCT GTG GTC
AC-3’. The amplified products were observed on 2.5% agarose gel stained with ethidium bromide (10mg/ml). The

4b and 4a alleles were visualized as 420 bp and 393 bp, respectively.

2.5 Statistical analysis
Data were statistically analyzed using Prism statistical software (Version 4.03), calculating the crude odds
ratio (OR), using 95% confidence intervals (Cl) by Fisher's exact test. The Fisher's exact test was considered to be

statistically significant p<0.05.
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3. Results and discussion

A total of ninety-four patients samples were used for the eNOS polymorphism evaluation. The socio-
demographic and clinical aspects of the studied population are shown in Table 1. The majority of the woman has less
than two household income and no more than high school educational level. Married women were almost 47% of
population studied, more than 60% reported first sexual intercourse after sixteen years and were multiparous. The
majority does not use oral contraceptive but reported tubal ligation. Smoking habit and alcohol consumption were

less frequent in the population studied.

HPV genotype was determined in thirty-three samples. HPV16 was present in seven samples and HPV 18
was found in only one sample, already infected by HPV16. Seven patients showed cytological abnormalities: one
ASC-US, five LSIL and one HSIL. All patients were also infected by HPV, which four were identified as high-risk

genotypes.

eNOS 894G>T genotype distribution was 64.9% G/G, 30.8% G/T and 4.2% T/T; while VNTR 4b/4a was
67% 4b/4b and 30.8% 4a/4b. No VNTR 4a/da genotype was found in this population, and two samples showed
uncommon pattern of amplification. Table 2 summarizes the distribution of eNOS 894G>T and VNTR 4b/a
polymorphisms according to cytopathology finding, showing higher frequency of G/G and 4b/4b genotypes. Only
T/T genotype was associated to cervical lesions, but it is necessary to improve the number of samples to be sure
about the role of eNOS 894G>T polymorphism in cervical lesions development. This polymorphism was reported as
influencing in colorectal cancer development [27]. VNTR 4b/4a genotypes and allele frequencies did not
significantly differ between women with cervical lesions and controls, as observed for vulvar cancer [24] and bladder
cancer [28]. However, VNTR already proved to be a risk factor for the development of prostate and bladder cancer
[29,30]. Oztirkand cols. (2011) reported VNTR 4a/4a genotype as associated to endometrial cancer, but this

behavior could no be observed in our population once this genotype was absent [31].

There is no association of eNOS 894G>T or VNTR 4b/a polymorphisms with HPV infection (Table 3) or
HPV risk genotype (Table 4). This observation could be because the HPV infection occurs by direct contact of the
virus with the cervical epithelium, without viral circulation in the blood. No association was observed with bacterial

vaginosis (Table 5).
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We analyzed the association of both polymorphism as contributing to cervical lesion, HPV infection or
bacterial vaginosis (Table 6). No statistical significance was observed, but G/T + 4a/4b haplotype presents OR of 5.3
for bacterial vaginosis, while and T/T + 4b/4a shower 5.0 OR values for HPV infection and cervical lesions. Allele

combination T + 4a also presented 3.0 OR values for HPV infection.

This study has some limitations that influence the final results. The small number of participants led to the
absence of VNTR 4a/4a genotype, avoiding the adequate evaluation of the influence of 4a allele in HPV infection
and cervical lesions development. The inclusion of serum samples evaluation, to perform the measurement of
nitrite/nitrate in plasma, could allow better understanding of the effect of the SNPs on behavior of NO in these

patients.

4. Conclusions

The eNOS 894 T/T, when associated with the genotype eNOS VNTR 4b/4a genotype, can be related to

HPV infection. Further studies are needed to confirm the role of eNOS polymorphism in cervical lesions.
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Figure 1. Endothelial growth factor (VEGF), bradykinin (BK), the shear stress and epidermal
growth factor (EGF) promote the production of NOby sequential activation of signaling pathways
in endothelial cells. Therefore, it appears that the increase in eNOS activity promotes tumor
progression, since VEGF is activated and angiogenesis is induced; BK and shear stress induce the

cell cycle and EGF signaling increases the synthesis of proteins for cell growth.
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Table 1. Socio-demographic and clinical profile of 94 patients enrolled in the study.

Characteristics N (%0)

Household income, minimum wage (R$)°

<2 70 74.5

2-5 21 22.3

>5 1 11
Educational level®

High schoolorless 89 94.7

Incomplete college 3 3.2

College graduate 1 1.1
Matrimonial status

Single 36 38.3

Married 44 46.8

Divorced 10 10.6

Widow 4 4.2
Age of first sexual intercourse, years®

<16 30 319

>16 61 64.9
Sexual partners?

<3 45 47.9

3-7 39 415

>7 8 8.5
Parity

Nulliparous 13 13.8
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Primiparous 18 19.1

Multiparous (2-11) 59 62.7
Abortion®

Yes (1-5) 31 32.9

No 46 48.9

Oral contraceptive®

Yes 5 5.3

No 88 93.6
Tuballigation®

Yes 35 37.2

No 58 61.7
Smoking habit

Yes 17 18.1

No 7 81.9
Alcoholconsumption

Yes 42 44.6

No 52 55.3

a.

minimum wage = R$ 622.00; °: 2 patients did not answer the question; ¢: 1 patients did not answer
the question; % 3 patients did not answer the question; ¢ excluding 17 patients that never were
pregnant.



Table 2. eNOS 894G>T and VNTR 4b/a genotypes and alleles according to the cytopathology findings.

Cytopathology

Variant p-value OR (95% CI)
Negative (%) Positive (%)
Genotype
894G>T G/G 58 (61.7) 3(3.2) Reference
GIT 25 (26.6) 4(4.2) 0.20 3.09 (0.64-14.85)
T/T 1(1.1) 3(3.2) 0.0018 58.0 (4.55-738.4)
4b/da 4b/4b 55 (58.5) 8 (8.5) Reference
4a/db 27 (28.7) 2(2.1) 0.50 0.50 (0.10-2.56)
Allele
894G>T G 83 (88.3) 7(7.4) Reference
T 26 (27.6) 7(7.4) 0.05 3.19 (1.03-9.94)
4b/da 4b 82 (87.2) 10 (10.6) Reference
4a 27 (28.7) 2(2.1) 0.73 0.61 (0.12-2.95)
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Table 3. eNOS 894G>T and VNTR 4b/a genotypes and alleles, according to the presence of HPV-DNA in cervical

samples.
HPV-DNA
Variant p-value OR (95% CI)
Negative (%) Positive (%)
Genotype
894G>T GIG 36 (38.3) 25 (26.6) Reference
GIT 15 (15.9) 14 (14.9) 0.64 1.34 (0.55-3.27)
TIT 2(2.1) 2(2.1) 1.00 1.44 (0.18-10.92)
4a/b 4b/4b 34 (36.2) 29 (30.8) Reference
4al4b 18 (19.1) 11 (11.7) 0.50 0.71 (0.29-1.76)
Allele
894G>T G 32 (34.0) 28 (29.8) Reference
T 12 (12.7) 14 (14.9) 0.64 1.33 (0.52-3.35)
4a/b 4b 52 (55.3) 40 (42.5) Reference
4a 18 (19.1) 11 (11.7) 0.67 0.79 (0.33-1.87)

71



Table 4. eNOS 894G>T and VNTR 4b/a genotypes and alleles, according to the HPV genotyping.

HPV genotyping

p-value OR (95% CI)
LR-HPV (%) HR-HPV (%)
Genotype
894G>T GIG 12 (36.4) 12 (36.4) Reference
GIT 8(24.2) 11 (33.3) 0.75 1.37 (0.40-4.62)
TIT 0 2(6.2) - ]
4a/b 4b/4ab 16 (48.5) 22 (66.7) Reference
4a/ab 8(24.2) 7(21.2) 0.54 0.63 (0.19-2.12)
Allele
894G>T G 25 (75.7) 27 (81.8) Reference
T 8 (24.2) 13 (39.4) 0.60 1.50 (0.53-4.24)
4b/da 4b 24 (72.7) 29 (87.9) Reference
4a 8(24.2) 7(21.2) 0.77 0.72 (0.22-2.29)
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Table 5. eNOS 894G>T and VNTR 4b/a genotypes and alleles, according to the presence of bacterial vaginosis.

Bacterial vaginosis

Variant p-value OR (95% CI)
Negative (%) Positive (%)
Genotype
894G>T G/IG 41 (43.6) 17 (18.1) Reference
GIT 17 (18.1) 11 (11.7) 0.46 1.56 (0.60-4.02)
T/T 3(3.2) 1(1.1) 1 0.80 (0.08-8.29)
4al/b 4b/4b 48 (51.1) 18 (19.1) Reference
4al4b 19 (20.2) 11 (11.7) 0.47 1.54 (0.61-3.87)
Allele
894G>T G 58 (61.7) 28 (29.8) Reference
T 20 (21.3) 12 (12.8) 0.66 1.24 (0.53-2.90)
4b/da 4b 47 (50) 28 (29.8) Reference
4a 19 (20.2) 11 (11.7) 1.00 0.97 (0.40-2.33)

(*) Four patients were undetermined.
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Table 6. eNOS 894G>T and VNTR 4b/4a polymorphisms combination according to cervical infection and lesions.

Cytopathology HPV-DNA Bacterialvaginosis
eNOS
N p-value p-value p-value
894G>T + VNTR 4b/4a Negative Positive Negative Positive Negative  Positive
(OR 95% CI) (OR 95% CI) (OR 95% CI)
Genotypecombination
GG + 4b/4b 37 35 2 1.00 22 15 1.00 26 9 1.00
GG + 4al4b 22 21 1 0.83 (0.07-9.7) 13 9 1.01 (0.34-2.9) 15 6 0.83 (0.07-9.7)
GT + 4b/4b 23 19 4 0.55 10 13 0.16 16 6 0.14
GT + 4a/4b 6 6 0 0.33 (0.01-7.1) 5 1 0.15 (0.01-1.5) 2 4 5.3 (0.76-37.1)
TT + 4b/4b 3 1 2 1.00 2 1 1.00 2 1 1.00
TT + 4blda 1 0 1 1.8 (0.04-79.5) 0 1 5.0 (0.11-220) 1 0 0.55 (0.01-24.5)
Allelecombination
G+4b 88 81 7 0.68 50 38 0.52 59 25 0.48
G +4a 28 27 1 0.42 (0.05-3.6) 18 10 0.73 (0.30-1.7) 17 10 1.38 (0.55-3.4)
T+4b 4 1 3 1.00 2 2 1.00 3 1 1.00
T+4a 1 0 1 1.29 (0.03-53.6) 0 1 3.0 (0.07-115) 1 0 0.77 (0.02-32.4)

74



6 CONCLUSAO

A infeccdo pelo HPV esté relacionadas a polimorfismos no gene eNOS, responsavel pela
liberagdo de NO, componente importante na imunidade inata. Analise dos polimorfismo
894G>T e VNTR 4b/4a demonstraram que a combinacdo dos gendtipos T/T e 4b/4a pode
estar relacionada com a infecgéo pelo HPV.

Estudo adicionais serdo necessarios para compreender as implicacdes destes polimorfismos

da eNOS na progressédo da lesdo cervical e na instalagcdo do cancer.
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ANEXO I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

VocE estd sendo convidado para participar, como voluntiria, na pesquisa “SAUDE DA
MULHER: IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
CANCER DO COLO UTERINO™. Apos ser esclarecida sobre os objetivos do projeto, e
no caso de aceitar fazer parte do estudo. assine ao final deste documento que esta em duas
vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo
serd penalizada de forma alguma Em caso de divida vocé pode procurar o comité de ética
em pesquisa da Universidade Federal de Pemambuco pelo telefone 81 21268588,

Os objetives principais deste estudo constifvem o desenvolvimento de metodos de
diagnostico precoce, rapido. eficiente e de baixo custo para doencas caunsadas pelo
papilomavirus, como por exemplo. o cincer do colo do atero, bem como, a formmlacdo de
noves medicamentos que possam ser usados na prevengdo da infecgfio ou no tratamento da

Participar desta pesquisa € uma opgdo € no case de ndo acertar participar ou desistr em
qualquer fase da pesquisa fica assegurado que nfo havera perda de qualquer beneficio no
tratamento que estiver fazendo. Caso aceite participar deste projeto de pesquisa gostariamos

que soubesse que:

A) Sua contmbuigio consiste na doagio de sangue, células epiteliais e/ou biopsia para
diagnosticos laboratorials a partir de amostras da regido perineal, vulva, vagina efou cole
do itero. A coleta de sanpue ndo faz parte do procedimento padrio de exames
gmecologicos mplementados pelo Mmsténoe da Saide, sendo este um desconforto
adicional.

B) Neste projeto, sua identidade sera totalmente preservada. Fica claro que vocg como

participante ndo terd ganho ou perda financeira relacionada com a participacio no projeto,
& a qualquer momento pode desistir de colaborar da pesquisa.

C) Com a parficipagio no projete as informacbes geradas pelo diagndstico serdo
informadas através da equipe do posto de saide em que vocé foi atendida, e no caso de
necessidade de tratamento serd dado o encaminhamento devido.

C) Assim como num exame ginecologice periodico, existe apenas um desconforto no
momento da observagio do colo do utero, de onde sera feita uma coleta. Os mscos
relacionados a coleta de samgue, que ndo faz parte do exame ginecologico penddico, sdo:
leve desconforte no momento da coleta, e possibilidade de surgimento de um pequenc
trauma no local da coleta que desaparecerd apos 24 ou 48 horas.

D) As informagGes obtidas desta pesqmisa serdo publicadas em congressos. jomais e
revistas cientificas, bem como, veiculadas em meios de acesso do piblico em geral Os
produtos e servigos obtidos a partir desta pesqmsa serdo dispombilizados a toda a
populagiio, principalmente aos colaboradores do referido projeto.
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ANEXO 11

1. DADOS DE IDENTIFICACAO DATA:

Grupo do participante [Jeaso [Jcontrole  (presmchiments postarior)

Numero do prontuario [ Cédizo PRONEX

Laocal de coleta

1. INFORMACOES PESSOAIS

Nome

Enderego de rezidéncia

Bairro | CEP

Zona Il |[Urbana Y [Rumal Tempo de residéncia atual:

Muniripio [Eetado

Condicdes da moradia
I alvenaria ¥ ] pau-a-pique 3] 3zua encanada 4[Jesgoto encanado
5[ | eniagio/manejo de bovinos 6 | criagiio/manejo de outro animais. Quais?

Proximidades:
] [Jmineradora 2 [ ] arte ¢/ pedra sabdo 3 [] fibricas/indiistias 4[] oufros

Telefone

Data de nazcimento Idade Sexo: I[JFIM

Residéncia anterior: Cidade: Estado:
Tempo de residéncia

Proximidades:
I |mineradora Y ]arte of pedra sabio 3] | fibricas/industrias 4[] outros

Localidade em gue nascen: Cidade: Eztade:
Tempo de residéncia

Zona: J[ | Urbana J |Rural

Proximidades:

I mineradora [ ]arte o/ pedra sabdo 5[] fibricas/industnas 4[] outros

3. SITUACAO SOCIOECONOMICA E DEMOGRAFICA

Etmia J[ |branca X |pards 3 Jpreta 4 Jamarela i ]indigena

Situacio conjugal: I |solteira ) |casada 3 |viiva 4] |separada § |umido consensual (estawel)

Profizsio: Tempo: CBO | [ | [ | |jrod Postarior]
Qual ¢ a sna principal ceupacio? CBO [ [ | | | Keod Postenior)
(Por Exemplo: Motonsta de énibus, mecimeo de amtomovers, Office boy, awaliar de pesquisa, veterinana_ete )
Onde a Sra. trabalha? COD [T T 1T Kedd. Postenar)
(Por exemplo: Oficina de automoveis_esentorio de contabihdade veterinania restaurante. ete )

Qual foi a ocupacio que a Sra. teve por mais tempo? COD [T T 1T Keod. Postenor)

(Por exemplo: Awahar de escritério, arquiteta, enfermeira, bombeiro driulico ste.)

A Sra. tem ou ja teve algnma atividade de irabalho, em que ficava em contato com produtos guimicos?

I[Jsim X nie O INSNE

Que tipos de Produios (Juimicos?

1] Tintas 2] Combustiveis/abrificantes 3] preservativos de madeira

4 Solvente 5[ hnseticidas, pesticidas e herbicidas 6_ICorantes e pigmentos

T Resinas 8 Beidos e camsticos fortes 9 produto para fabricagio de plisticos
10 Jproduto para fabricagio de borracha 99 JHS/NR

11[ JOutros produtos quimicos (especifigue)  COD Ncod. Posterior)

A Sra. tem ou ja teve algnma atividade de trabalho em gque teve contato com metais pesados, como
cromo, cidmio, nigoel ou outros?

INsm 2 ndo A INSHR

Que tipo de meiais pesados?T

1] Crome ] Cadmio 3] Miguel A | Meretrio ] Chumbo 4 INSHR
| Qutros metais pesados (especifique) COD [T T T | Jcdd Posterior)
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ANEXO 111

SERVICO PUBLICO FEDERAL
[NIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Cumité de Etica em Prsquizs

Of M. *403/2008 - CEFICCS Recife, 18 de Dezembra da 2008
Registro do SISNEP FR - 215803

CAMAE — 0267.0.172.000-D8

Registro CEFICCSILUFPE N* 27505

Titube: “Andlise do Pedil Epidemioldgico de Infecgdes Causadas pelo Papilomavirus Humano em
Mulheres Atendidas pelo Programa Sadde da Familia na Cidade de Olinda-PE”

Pezquizador Respensavel: Danyelly Bruneska Gondim Martins

Senhora Pasquisadora:

Infarmamoe que o Comité de Etica em Pesquiza ervolvende seres humanos dao Centro
de Cigncias da Saide da Universidede Federal de Pernambuce {CER/CCS/IUFPE) registrou e
analiseu, de acorde com & Resoluclo N.* 196/ do Conselho Nacional de Saide, o protocole
de pesquisa em epigrafe, aprovande-o e liberando-o para inicio da coketa de dados em 18 da
dezembro de 2000

Ressallamo: que o pesquisador responsdvel deverd apresentar relatéric anual da

pesguisa.
Atenciosaments
/%
o,
Frof. Geralde Basco Lindoso Couta
Coordenader do CEPY C2S § UFPE
i R
g osk NP6 Corae
%wmﬂﬁ !
A

Dhma. Danyelly Bruneska Gondim Martine
Laboratirio de Imunopatologia Keirn Asami - LIKA/LIFPE
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