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Resumo

O cancer cervical (CC) é a terceira forma mais comum de cancer que acomete mulheres
mundialmente. A infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) é o principal fator
de risco para o seu desenvolvimento. O antigeno leucocitario humano G (HLA-G) é uma
molécula envolvida em varios mecanismos imunossupressores, porém sua contribui¢do para a
persisténcia do HPV e a progressdo de lesbes cervicais continua pouco explorada.
Polimorfismo de Insercdo/Dele¢dao (Ins/Del) de 14 pares de bases (pb) na regido 3’ nao
traduzida do gene HLA-G foi associado com alteracdes na estabilidade do RNA mensageiro.
O presente estudo tem por objetivo avaliar a associacdo entre o polimorfismo Ins/Del 14pb e
o0 desenvolvimento de CC. A amostra foi composta por 76 pacientes em tratamento de CC no
Centro de Alta Complexidade em Oncologia de ljui/RS e 106 controles saudaveis. DNA
gendmico foi extraido e amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A amostra
total do estudo apresenta idade média de 49,0 + 12,5 anos. As frequéncias genotipicas
observadas para o polimorfismo nos casos foram: 26,3% Ins/Ins, 35,5% Ins/Del e 38,2%
Del/Del; e nos controles foram: 16,0% Ins/Ins, 54,7% Ins/Del e 29,3% Del/Del. As
frequéncias do alelo Ins foram similares nos casos e controles: 44,1% e 43,4%,
respectivamente. Contudo foi observada uma frequéncia significativamente maior de
heterozigotos no grupo controle comparado aos casos (p=0,03). Em conclusédo, foi observada
associacdo entre o polimorfismo HLA-G 14pb Ins/Del e o desenvolvimento de CC, na
amostra estudada.
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INTRODUCAO

O céncer cervical é a terceira forma mais comum de cancer que acomete mulheres em
todo o mundo. A principal causa é a infeccdo persistente do papilomavirus humano (HPV).
Embora a prevaléncia do HPV na populacdo seja alta, a maioria das infeccdes € transitoria e
apenas uma pequena fracdo das mulheres infectadas desenvolve o cancer cervical (CHEN,
2015). No Brasil, foram estimados 15.590 novos casos de cancer cervical em 2014. Em 2011,
o sistema de informacdo sobre mortalidade (SIM) notificou 5.160 mortes (INCA, 2014).
Alguns estudos relatam um papel critico dos mecanismos imunossupressores na promog¢édo do
cancer cervical induzido por HPV, suprimindo a capacidade do hospedeiro superar a infeccdo
por HPV ou evitando a eliminacdo de células pré-cancerigenas e transformadas pelo HPV
(GIMENES, 2014). O complexo principal de histocompatibilidade (MHC), referido como
antigeno leucocitario humano (HLA) em humanos, € responsavel pela apresentacdo de
antigenos estranhos para o sistema imune e um provavel participante na eliminacdo de células
infectadas por virus (HILDESHEIM, 2002). A expressdo do HLA-G tem sido detectada em
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uma ampla variedade de lesdes tumorais e nao detectada em tecidos normais. Essa expresséo
também tem sido detectada em tecidos cervicais com tumores e correlacionada com a
progressdo do cancer cervical (YANG, 2014). Entretanto, a possibilidade de que os
polimorfismos do gene HLA-G e/ou a sua expressdo proteica afetem a persisténcia da
infeccdo pelo HPV e o risco de cancer do colo do dtero continua pouco explorada
(GIMENES, 2014).

METODOLOGIA

O estudo é composto por amostras que se dividem em casos clinicos e controles. As
amostras do grupo de casos clinicos foram coletadas de mulheres em tratamento para cancer
cervical no Centro de Alta Complexidade em Oncologia de ljui — RS. O grupo controle foi
composto por mulheres participantes de estudo transversal anteriormente realizado (COSER
et al., 2013). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Cruz Alta e todas as pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. O
DNA gendmico foi extraido de acordo com protocolo modificado de Lahiri & Nurnberger
(1991) e amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers descritos por
Hviid et al. (2003). Os parametros utilizados no termociclador foram: 94°C por 3 minutos; 40
ciclos de 94°C por 10 segundos, 67°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; e um passo
final de extensdo em 72°C por 5 minutos. Na sequéncia, os amplicons foram checados em gel
de poliacrilamida 10%. Os tamanhos de bandas observadas em cada genétipo foram: 224
pares de bases (pb) para Ins/Ins; 224 e 210 pb para Ins/Del; e 210 pb para Del/Del. As
frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre grupos através do teste de qui-
quadrado ou teste exato de Fisher. Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg serdo avaliados
pelo teste de qui-quadrado. Todos os testes foram bi-caudais. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 182 participantes foi incluido no estudo com idade média de 49,0 £ 12,5
anos. Foram analisados 76 casos de cancer cervical e 106 mulheres no grupo controle. As
frequéncias alélicas e genotipicas observadas nos casos e no grupo controle estdo
representadas na Tabela 1. As frequéncias genotipicas observadas estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg no grupo controle e na amostra total. As frequéncias do alelo Ins foram
similares entre casos e controles: 44,1% e 43,4%, respectivamente. Contudo foi observada
uma frequéncia significativamente maior de heterozigotos nos controles comparado aos casos
(p=0,03).

Gimenes et al. (2014) relataram que a insercdo ou delecdo de 14pb tem sido
associado com a estabilidade do mRNA. O alelo Ins tem sido relacionado com a baixa
expressao de HLA-G. Contudo, este alelo pode sofrer um splicing adicional que remove 92
bases, incluindo a regido onde estd localizado o alelo Del, produzindo transcritos mais
estaveis. Assim, Rousseau et al. (2003) sugerem que esta regido possa estar envolvida com
mecanismos que controlam a regulacdo pos-transcricional de HLA-G e associadas a variantes
alélicas.

Dentre alguns estudos recentes, Silva et al. (2013) analisaram polimorfismos
localizados na regido 3’ nao traduzida (3’-UTR) do gene HLA-G com a suscetibilidade de
desenvolver carcinoma cervical em mulheres brasileiras. Em fumantes, o gendtipo Del/Del foi
associado como alelo de menor risco de cancer cervical, enquanto a presenca do alelo Ins foi
associada como maior risco de desenvolvimento de carcinoma e lesdes intra-epiteliais. Por
outro lado, o gendtipo Ins/Del foi associado com o risco aumentado de desenvolver leses
intra-epiteliais em mulheres com historico familiar de cancer.



Tabela 1: Frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo Ins/Del 14pb do gene HLA-G na

amostra estudada
Casos Controles Valor do
n (%) n (%) p
Alelos 0,915
Ins 67 (44,1) 92 (43,4)
Del 85 (55,9) 120 (56,6)
n 152 212
Genotipos 0,031
Ins/Ins 20 (26,3) 17 (16,0)
Ins/Del 27 (35,5) 58 (54,7)
Del/Del 29 (38,2) 31 (29,3)
n 76 106

CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo mostram a associacéo entre o polimorfismo HLA-G
14pb Ins/Del e o desenvolvimento de CC.
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