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Resumo

O céncer cervical (CC) é uma das malignidades ginecoldgicas mais comuns em mulheres no
mundo. A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) € o principal fator de risco para o
desenvolvimento do CC. Contudo, a infeccdo persistente por um tipo de HPV oncolégico foi
estabelecida como necessaria, mas ndo suficiente para induzir o desenvolvimento do CC,
sugerindo que outros fatores de risco incluindo a suscetibilidade genética podem estar
associados ao desenvolvimento do CC. Nos ultimos anos, polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) no gene TP53 tém sido associados a progressdo para CC, pois modificam a sintese e
conformacdo da proteina p53 (supressora tumoral), especialmente o polimorfismo Arg72Pro.
O estudo de caso-controle foi conduzido com mulheres do sul do Brasil, incluindo 96 casos e
224 controles. As amostras foram coletadas a partir de esfregaco da mucosa bucal ou do colo
do atero. O DNA foi extraido e posteriormente amplificado por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). O polimorfismo foi avaliado por clivagem com enzima de restricdo BstUI
e analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata. As
frequéncias alélicas ndo apresentaram diferenca significativa entre casos e controles
(p=0,695). As frequéncias genotipicas também ndo apresentaram diferenca significativa entre
controles e casos (p=0,913). Os resultados do presente estudo ndo mostraram associagdo entre
0 SNP rs1042522 e CC em mulheres do sul do Brasil.

Palavras chave: SNP, HPV, cancer cervical.

INTRODUCAO

O cancer cervical (CC) é uma das malignidades ginecologicas mais comuns em
mulheres e cerca de 528.000 novos casos surgem anualmente. (IARC, 2012). A infeccédo pelo
papilomavirus humano (HPV) é o principal fator de risco para o desenvolvimento do CC
(WANG, 2012). Esse tipo de cancer afeta principalmente mulheres socialmente
desfavorecidas, 83% dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento. A prevaléncia da
infeccdo pelo HPV ¢ alta, mas a maioria das infeccdes € transitoria e o virus é naturalmente
eliminado. Desta forma, apenas uma pequena fracdo das mulheres infectadas desenvolvem
cancer cervical (CHEN, 2015). No entanto, a infeccdo persistente por um tipo de HPV
oncoldgico, foi estabelecida como uma condicdo necessaria, mas nao suficiente para induzir o
desenvolvimento do CC, o que sugere que outros fatores, como variacdes genéticas do
hospedeiro, podem estar associados a suscetibilidade de desenvolver o CC.

Diversos polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) do genoma humano tém sido
associados ao CC (Wang et al., 2010; Habbous et al., 2014). Nos ultimos anos SNPs no gene
TP53, um gene supressor tumoral que codifica a proteina p53 e esta relacionado com diversas
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funces celulares incluindo o controle da proliferacéo celular, vem sendo muito estudados por
estarem associados com indmeros processos carcinogénicos. Especialmente o SNP Arg72Pro
rs1042522 que envolve a troca de uma Unica base, guanina (G) por citosina (C), na segunda
posi¢do do codon 72 no éxon 4. Esta troca resulta na substituicdo do aminoéacido arginina
(Arg) por uma prolina (Pro) no gene TP53.

OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo investigar a associacdo do SNP Arg72Pro
rs1042522 com o desenvolvimento do cancer cervical em uma populacdo de mulheres no sul
do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido com mulheres do sul do Brasil, sendo incluidos 96 casos de
mulheres recrutadas durante o tratamento de CC no Centro de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia entre 2012 e 2014. Este centro de assisténcia esta localizado na
cidade de ljui e trata mulheres das regifes noroeste e centro do estado do Rio Grande do Sul.
O grupo controle foi composto por mulheres de dois estudos transversais anteriores. Destas,
224 mulheres (67 positivas e 157 negativas para a infecgdo por HPV) com citologia normal
foram selecionadas por correspondéncia da idade com os casos. Pelo menos dois controles
para cada caso foram selecionados, com a inclusdo de um numero significativo de mulheres
HPV positivas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Cruz Alta
Research (n° 0093.0.417.000-11).

As amostras foram coletadas a partir de esfregaco da mucosa bucal (grupo caso) ou
do colo do utero (grupo controle) utilizando esfoliagdo com cytobrush e armazenadas em uma
solucdo tampédo (pH 8,0 EDTA 0,01 M, SDS 0,03 M) a -20 °C até a analise. O DNA foi
extraido como descrito previamente (Coser et al. 2013).

Um fragmento do gene TP53 de 199 pares de bases (pb) foi amplificado por reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) (Fan et al., 2000). O SNP rs1042522 foi avaliado por digestdo
do fragmento amplificado com enzima de restricdo BstUI (figura 1) de acordo com as
especificacbes do fabricante (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Alemanha) e sua anélise foi
feita por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata. O alelo Pro
ndo € clivado, enquanto que o alelo Arg é cortado gerando dois fragmentos de DNA de 113
bp e 86 bp.

Figura 1: Fragmento amplificado pra analise do SNP rs1042522 do gene TP53 e 0s
fragmentos gerados apds clivagem com enzima de restricdo BstUI.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As frequéncias alélicas de Arg (G) e Pro (C) foram de 69,2% e 30,8%
respectivamente (Tabela 1). O alelo Arg (G) foi o mais frequente, tanto no grupo de casos
(70,3%) quanto no grupo controle (68,7%), sem apresentar diferenca significativa (p= 0,695).
As frequéncias genotipicas também ndo mostraram diferencas significativas entre 0s grupos
(p=0,913). As frequéncias genotipicas observadas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
no grupo dos casos, mas ndo no grupo controle.

A necessidade de uma infeccéo persistente por HPV para o desenvolvimento de CC
estd bem estabelecida. No entanto, fatores genéticos, sociodemograficos, comportamentais e
clinicos também estdo associados a esses resultados (Tommasino, 2014). O gene TP53 é um
gene supressor tumoral que estd relacionado a inlmeros processos carcinogénicos no
organismo humano, codifica a proteina p53 que desempenha um importante papel na
manutencdo da estabilidade genémica, participando de diversas funcdes celulares, como
reparo do DNA, controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose. MutacOes e
polimorfismos no TP53 podem ocasionar a inativacdo de funcdes normais da proteina p53,
levando a alteracdes no ciclo celular, perda do controle da apoptose e, consequentemente, um
descontrole da proliferacdo celular (Ordested et al, 2007).

O SNP rs1042522 no gene TP53 é amplamente estudado na literatura internacional,
contudo, os resultados encontrados sdo conflitantes. Pifia-Sanchez et al. (2011) sugerem que,
provavelmente, infecgdes persistentes com HPV tipo 16 ou 18 podem ser relacionadas com o
gendtipo Arg/Arg em pacientes com CC. Porém, Koshiol et al. (2009) descreveram que o
alelo Pro foi associado com maior risco de lesdo cervical e persisténcia de HPV em mulheres
da Costa Rica.

Na verdade, ao longo da ultima década, varios outros estudos caso-controle,
envolvendo diferentes grupos étnicos mostraram associacdo do alelo Arg com maior risco de
infeccdo pelo HPV e progressédo para CC (Hu et al, 2010; Jian et al, 2010; Chansaenroj et al,
2013; Singhal et al, 2013), enquanto outros ndo mostraram esta associacdo (Pegoraro et al,
2002; Inserra et al, 2003;. Settheetham-Ishida et al, 2005; Min-min et al, 2006;. Govan et al,
2007). No Brasil, 0s poucos estudos também sdo contraditorios. Ferreira da Silva et al. (2010)
demonstraram que 0 genotipo Arg/Pro apresenta maior risco para o desenvolvimento de
lesbes escamosas intraepiteliais graves e CC do que mulheres com o gen6tipo Pro/Pro. No
estudo de Fernandes et al. (2008) ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
frequéncia de homozigotos para Arg sobre 0s outros gendétipos entre mulheres com e sem CC.
Também Anschau et al. (2005) e mais recentemente Laprano et al. (2014) encontraram
frequéncias semelhantes desse polimorfismo em mulheres saudaveis e pacientes com CC,
independentemente da presenca de infeccdo por HPV. Desta forma, os resultados do presente
estudo corroboram com a maioria dos resultados anteriores, demonstrando a auséncia de uma
associacdo definitiva deste SNP com CC.

Tabela 1: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Arg72Pro
(rs1042522) do gene TP53 nos grupos caso e controle

Casos Controles Amostra Total P

(n=96) (n=224) (n=320)

Alelo 0,695
Arg 135 (70,3) 308 (68,7) 443 (69,2)
Pro 57 (29,7) 140(31,3) 197 (30,8)

Genotipo 0,913
Arg/Arg 51 (53,1) 116 (51,8) 167 (52,1)
Arg/Pro 33(34,4) 76 (33,9) 109 (34,1)

Pro/Pro 12 (12,5) 32 (14,3) 44 (13,8)




CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo ndo mostraram associacao entre 0 SNP rs1042522 e
cancer cervical em mulheres do sul do Brasil.
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