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Resumo

O céancer de colo de utero € um problema de saude mundial, constituindo o
quarto tipo de cancer mais frequente na populacdo feminina. O
Papilomavirus Humano (HPV) esta presente em aproximadamente 99% dos
casos de cancer cervical.O sistema imunoldgico possue papel fundamental
na eliminacéo da infec¢éo.Os linfocitos T atuam na defesa do corpo humano
contra microorganismos intracelulares. Os genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) codificam proteinas responsaveis pela
apresentacdo de antigenos associados as células aos linfécitos T. No ser
humano, as moléculas MHC sao conhecidas como Antigeno Leucocitario
Humano, o sistema (HLA). Neste estudo, analisamos frequéncia dos genes
codificadores dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) de classe | e a
infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) em uma populacdo feminina de
uma mesorregido do Sudeste Paranaense. Muitos estudos associam as
moléculas HLA como fatores de prote¢cdo ou suscetibilidade a determinadas
doencas. Observamos no presente estudo uma possivel associacdo dos
grupos alélicos HLA-A*03 e B*07 com a infec¢cdo por HPV de alto risco e
protecdo ao desenvolvimento de cancer na presenca do grupo alélico HLA-
A*23.

Introducao

O céancer de colo uterino constitui um problema de saude mundial, tratando-
se do quarto tipo de cancer mais frequente na populacao feminina e a quarta
causa de mortes de mulheres no Brasil (INCA, 2016). Associado ao cancer
de colo de utero, o Papilomavirus Humano (HPV) é o fator de risco de maior
importancia, presente em 99% dos casos (WALBOOMERS et al., 1999).

Atualmente, sédo conhecidos mais de 150 sorotipos do virus HPV, nomeados
de acordo com a sua descoberta e classificados em baixo e alto risco
carcinogénico (DE VILLIERS, 1997). A resposta do hospedeiro a infec¢des
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virais depende da atuacdo do sistema imunoldégico do individuo infectado.
Os linfocitos T estdo presentes na defesa do corpo humano contra
microorganismos intracelulares, porém o0s receptores de antigenos
presentes nas células T, reconhecem apenas os antigenos que lhes séo
apresentados por determinadas células (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).
Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) codificam
proteinas responsaveis por apresentar os antigenos associados as células
aos linfécitos T. No ser humano, as moléculas do MHC séo chamadas de
Antigeno Leucocitario Humano (HLA) e séo subdivididas em classe |, Il e 1lI
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Diversos estudos demonstram a associacdo dos genes HLA com varias
doencas (GIAROLA et al., 2012). No contexto das infec¢bes virais observa-
se que a infeccdo pelo Papilomavirus Humano segue um curso benigno e se
resolve espontaneamente em grande parte dos casos, entretanto a infecgéo
persistente por certos sorotipos do virus esta associada ao desenvolvimento
de canceres (DE VILLIERS, 1997). Diante dessa evidéncia este estudo tera
como objetivo avaliar a frequéncia dos genes HLA de classe | e a infeccéo
pelo HPV em uma populacdo feminina de uma mesorregidao do Sudeste
Paranaense.

Materiais e métodos
Obtencdo das amostras

Para a realizacdo desse estudo, 95 mulheres foram atendidas e
encaminhadas ao servico de colposcopia do ambulatério da 62 Regional de
Saude do Parana, localizada no municipio de Unido da Vitoria, entre abril de
2013 e julho de 2014.

Foram coletadas amostras de regido cérvico-vaginal para detec¢do do HPV
e amostras de sangue total para tipificacdo HLA. Apds a coleta, todas as
amostras foram armazenadas a -20°C até o momento da extracdo do DNA.

Deteccao do virus HPV

Para deteccdo do HPV, foi realizada a extracdo do DNA e posteriormente
amplificacdo por técnica de PCR simples com primers especificos para o
virus. A genotipagem do HPV foi realizada pela técnica de Polimorfismo de
Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP). A visualizacdo do produto
amplificado foi possivel pela corrida eletroforética em gel de agarose 1.0%
(m/v) corado com brometo de etidio. O produto da PCR das amostras que se
apresentaram positivas para infec¢cado por HPV foram submetidos a digestéo
pela enzima de restricdo HpyCHA4V e, posteriormente, a eletroforese em gel
de poliacrilamida (8%).

Extracdo do DNA gendmico para tipagem HLA e genotipagem HLA classe |
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O DNA gendmico foi extraido de células presentes no sangue total utilizando
o kit BioPur (Biometrix Diagnoéstica, Curitiba, PR, Brasil), seguindo as
instrucdes do fabricante. As amostras foram amplificadas por PCR e
hibridizadas com os oligonucleotideos de sequéncia especifica (SSO -
Sequence Specific Oligonucleotides probes), usando a tecnologia Luminex
(One Lambda, Canoga Park, CA, EUA). Resumidamente, a reacéo constitui-
se de hibridacdo por sondas loco HLA especificos na superficie de
microesferas fluorescentes. A leitura e interpretacdo dos resultados foram
realizados em citbmetro de fluxo (One Lambda®) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os dados gerados pela leitura do aparelho foram
analisados no programa HLA Fusion v.3.0 para determinacdo da
genotipagem HLA.

Analise estatistica

Para o calculo das frequéncias alélicas, bem como do equilibrio de Hardy-
Weinberg foi utilizado o programa Arlequin v3.1. Os valores de p, OR e IC
foram calculados pelo programa online OpenEpi usando uma tabela de
contingéncia 2 X 2. Para valores de p significativos foi feita correcdo de
Bonferroni. Como teste de hipotese foram utilizados o Teste x> com
correcdo de Yates ou o teste Exato de Fisher, os resultados foram
considerados estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor
que 0,05.

Resultados e Discussao

O levantamento bibliografico dos ultimos cinco anos sobre o tema abordado
demonstrou a importancia de estudar a possivel associacado de alelos HLA
em pacientes HPV positivos. De 129 estudos encontrados sobre o tema no
Medline, do ano de 2012 a 2017, seis sao de autoria brasileira e foram
realizados em populacdes das regides sul, sudeste e centro-oeste brasileiro.
Das 95 mulheres do presente estudo, a presenca de infeccdo por HPV foi
encontrada em 59 (62,1%) das participantes. Destas, 46 (78%) pacientes
estavam infectadas por pelo menos um genotipo de alto risco carcinogénico.
Para analise de associa¢do das variantes HLA com a progressao das lesbes
cervicais, as 59 pacientes que apresentaram a infeccdo foram subdivididas
em dois grupos: grupo controle, constituido apenas por pacientes que nao
apresentaram nenhum tipo de alteracdo citolégica (n= 13), e o grupo CA,
composto por pacientes que apresentaram lesbes cervicais graves
caracteristicas de pré-cancer e cancer, ASC-H, HSIL, ISCC e CC (n= 46).
Os grupos encontraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Observamos que o grupo alélico HLA-A*23 estava associado negativamente
com o desenvolvimento de céancer, caracterizando-se como um fator de
protecdo. Os grupos alélicos HLA-A*03 e -B*07 estavam associados
positivamente com a infec¢cdo por HPV de alto risco, caracterizando-se como
fatores de risco.
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Devido ao alto polimorfismo dos genes HLA, foi realizada a correcéo de
Bonferroni para reduzir as chances de erro tipo | resultante de multiplas
comparacoes.

Apds as corregcbes, o0s resultados ndo se mantiveram estatisticamente
significantes, possivelmente devido a pequena quantidade de mulheres
envolvidas no estudo.

Conclusbes

Demonstramos neste estudo uma possivel associacdo dos grupos alélicos
HLA-A*03 e B*07 com a infeccdo por HPV de alto risco e protecdo ao
desenvolvimento de cancer na presenca do grupo alélico HLA-A*23. Novos
estudos, envolvendo um ndamero maior de pacientes, seréo necessarios para
fundamentar esta associagdo grupo alélico-doenca.
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