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Resumo:

O cancer cervical (CC) esta na quarta posicdo entre os tipos de canceres que mais afetam mulheres no mundo, sendo o
Papilomavirus humano (HPV) do tipo oncogénico o principal agente etiologico desta doenca. A Proteina de Ligagdo ao
Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-3 (IGFBP-3), junto aos demais Fatores de Crescimento Semelhante a Insulina
(IGFs), estdo envolvidos em redes de sinalizagdo cancerigenas. Polimorfismos de Nucleotideo Simples (SNPs) no gene
IGFBP3 foram associados aos niveis de IGFs circulantes, como do SNP IGFBP-3(rs11977526) A>G. O objetivo foi
verificar a possivel associacdo do SNP rs11977526 A>G na susceptibilidade ao desenvolvimento do CC. Estudo caso-
controle, no qual o grupo caso, foram mulheres diagnosticadas com CC e HPV positivo e o controle foram participantes
saudaveis, sem diagnostico para CC e HPV negativo. O SNP foi detectado por PCR real-time. Ndo foram encontradas
associacdes significativas entre 0 SNP rs11977526 A>G e o CC na populagéo de estudo.
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Introducéo:

O céncer do colo do Utero ocupa, em uma escala mundial, a quarta colocagdo entre os tipos de canceres
que mais afetam mulheres, segundo tipo em regides subdesenvolvidas e é a quarta causa de morte em mulheres acometidas
por cancer no Brasil. O Papilomavirus Humano (HPV) causa a infec¢do genital mais frequente. O HPV do tipo oncogénico
¢ o principal agente etiol6gico, mas ndo suficiente para o desenvolvimento do cancer cervical (INCA, 2020; OPAS 2019).

A Proteina de ligagdo ao fator de crescimento semelhante a insulina -3 (IGFBP-3), junto aos demais IGFs, estdo
envolvidos em redes de sinalizacdo cancerigenas. O papel biol6gico destes, no desenvolvimento do céancer, é
biologicamente possivel, tendo em vista que a IGFBP-3 tem acdo de suprimir a proliferagdo celular e induzir & morte
celular programada (HUANG, et al., 2008). Além disso, IGFBP-3 é o principal portador sérico, e mediador da ligagdo IGF-
1 / IGF-1R, inibindo a liga¢do entre IGF-1 e IGF-1R, consequentemente tendo efeito supressor de crescimento celular
(BONILLA, et al. 2016).

Polimorfismos no gene IGFBP3 foram associados aos niveis de IGFs circulantes, a exemplo do polimorfismo
IGFBP3(rs11977526) A>G. Este gene é encontrado no cromossomo 7pl12.3 e descrito na literatura como associado aos
niveis séricos de IGFBP-3, modulando atividades mitogénicas e metabdlicas relacionadas a regulagcdo do crescimento,
sobrevivéncia e diferenciacdo celular (HE, et al., 2014; BONILLA, et al. 2016).

Pelo fato do polimorfismo IGFBP3(rs11977526) A>G ter relagdo com alteragdes nos niveis de IGFBP-3 e esta
envolvido em redes de sinalizagdo carcinogénicas, é que este trabalho propbe a hipotese que o polimorfismo
IGFBP3(rs11977526) A>G esta associado na carcinogénese cervical. Diante deste cenario, propomos a seguinte questao de
pesquisa: O polimorfismo rs11977526 A>G, no gene IGFBP3, esté relacionado ao desenvolvimento de cancer do colo do
Utero? A partir desta, o objetivo do estudo foi verificar a possivel associacdo do polimorfismo IGFBP3(rs11977526) A>G
na susceptibilidade ao desenvolvimento do céncer cervical.
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Metodologia:

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, no qual o grupo-caso foi composto por mulheres
diagnosticadas com cancer cervical, confirmado por exame histopatolégico e HPV positivo. O grupo controle foi composto
por participantes saudaveis, sem alteragdes do epitélio cervical, selecionadas a partir do resultado de exame citopatolégico
com laudo de esfregaco normal, sem diagndstico para cancer e negativas para 0 HPV. As participantes sdo oriundas do
atendimento no SUS do Agreste Alagoano e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As amostras de cancer cervical foram obtidas do banco de amostras do Nucleo de Prevencdo e Diagndstico de
Cancer (NPDC)Arapiraca-AL, provenientes de mulheres diagnosticadas com cancer cervical no periodo de 2015 a 2017.
As amostras do grupo controle foram coletadas de pacientes saudaveis em cinco centros de salde e duas unidades basicas
de salde do municipio de Arapiraca/AL. As amostras biol6gicas do grupo controle foram células cervicais raspadas com
escova citolégica (citobrush), posteriormente, acondicionadas a -20 °C. As amostras do grupo caso foram obtidas de tecido
parafinado.

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit comercial PROMEGA®, de acordo com o protocolo do fabricante. As
amostras com concentracdo satisfatoria (> 20 ng/uL) e um estado adequado de DNA (verificado em gel de agarose a 1%),
foram submetidas a deteccdo viral, seguindo para o procedimento de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com o
objetivo de detectar o gene da B-actina humana (controle interno) e o gene L1 expresso no material genético do virus HPV.
As reagdes de amplificagdo tiveram um volume final de 12,5 uL, contendo 6,25 uL de GoTag® Green Master Mix
(Promega®), 1 uL de cada primer e 3,25 puL de H2O livre de nuclease e 1ul de cada amostra. As reagdes foram realizadas
em equipamento termociclador Swift® de ESCO®.

Apos a confirmacgdo da presenca, ou ndo, do virus HPV, as amostras foram diluidas e direcionadas a genotipagem,
que foi realizada por meio da técnica de PCR em tempo real (qPCR), com volume final de reagdo de 10pL, contendo SpuL
de solucdo TagMan Genotyping Master Mix do fabricante Applied Biosystems® (que contém TagDNA polimerase,
desoxirribonucleotideos trifosfatados e tampao com MgCl2); 0,125uL. de sonda referente ao SNP IGFBP3 (rs11977526)
A>G e 4,87 pL de DNA de cada amostra. As rea¢des foram realizadas em equipamento ABI StepOneplus da Applied
Biosystems®. Os resultados das reacfes foram fornecidos pelo software do aparelho em um relatério com as curvas de
amplificagdo e discriminagdo alélica de cada amostra.

A analise estatistica foi feita atraveés do site SNPStats, no qual foram submetidos os dados encontrados a partir dos
experimentos realizados e o site retornou os resultados referentes & estatistica. Foram feitos, também, de forma
complementar, os testes x* e de regresso logistica, com os dados obtidos, através dos softwares Statal3.

Resultados e Discusséo:

Das 45 amostras submetidas a PCR em tempo real, todas foram devidamente genotipadas. Em relacéo a
frequéncia alélica, foi encontrada uma proporcéo de 65,56% (n=59) para o alelo G, e uma proporc¢do de 34.44% (n = 31)
para o alelo A. Para a frequéncia genotipica, encontrou-se uma proporcdo de 42.22% (n=19) para o gendtipo homozigoto
ancestral G/G, 46.67% (n=21) para o genotipo heterozigoto A/G e 11.11% (n=5) com o gendtipo homozigoto recessivo
AJ/A (Tabela 1).

Tabela 1 - Andlise de Associacdo do SNP IGFBP-3 G>A e o Cancer Cervical
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N (Frequéncias)  Controles vs Casos EHW
Todaa Controles Casos OR com 95% IC P
amostra
Associacéo G 59 (65.56%) 36 (61.02 %) 24 (77.42%) Referéncia
alélica A 31 (37.44%) 23(38.98%) 7 (22.58%) 0.45(0.16 -1.2) 0.123
Assoc:,la_gao 10
genotipica
G/G 19 (42.22%) 11 (57.89 %) 8 (42.11%) Referéncia
Codominant  A/G 21 (46.67%) 14 (66.67%) 7 (33.33%) ggg) 0187 - 4 570
o .
AIA 5 (11.11%) 5 (100 %) 0 (0.00%) 1.00 (0-NA)
. G/G 19 (42.22%) 11(57.89%) 8 (42.11%) Referéncia
Dominante 050 (0.14
G/A + AIA 26 (57.78%) 19 (73.08%) 7 (26.92%) 1.80) ' 0.290
Recessivo G/G +A/G 40 (88.89%) 25 (62.50%) 15 (37.50%) Referéncia
A/A 5 (11.11%) 5 (100%) 0 (00.0%) 1.00 (0 - NA)
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GIG + AIA 24 (53.33%) 16 (66.67%) 8 (33.33%) Referéncia
Sobredomin
ante AIG 21 (46.67%) 14 (66.67%) 7 (33.33%) 1.00 (0 - NA)
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Legenda: EHW (Equilibrio de Hardy-Weinberg); OR (Odds Ratio); IC (Intervalo de Confianca).
Fonte: Proprio autor, 2020.

N&o foram encontradas associacGes significativas de risco ou protecdo entre o polimorfismo IGFBP-
3(rs11977526) A>G e a progressdo para o cancer cervical na populacdo do Agreste Alagoano. O baixo poder amostral
(0.15%) foi um fator limitante para este estudo. N&o existem estudos na literatura sobre associa¢do da variante rs11977526
A>G do gene IGFBP3 com o cancer cervical. No entanto, ha informagGes descritas sobre as fungdes e associagdes dos
niveis alterados da proteina IGFBP-3 com essa doenga.

O HPV 16 faz parte do grupo de virus de alto risco oncogénico, tendo as proteinas E6 e E7 expressos também
em canceres cervicais. Além de poderem estimular a proliferacdo e diferenciacdo celular, interagindo com algumas
proteinas, dentre elas o Fator de Crescimento Semelhante a Insulina. O IGF1 tem como principal regulador da resposta
celular e proteina de ligacdo o IGFBP3, tendo seus niveis alterados correlacionados com neoplasias malignas, tais como
cancer de mama, pulmao, colorretal e prostata. Estas alteracbes podem prejudicar a modulacdo de atividade mitogénica do
IGF-1, sugerindo-se uma contribuicdo as progressdes malignas e potencializacdo de tumores cervicais provocados através
de infeccbes por HPVs do tipo oncogénicos (BAEGE et al., 2004; BERGER et al., 2002; GIOVANNUCCI, 1990).

Estudos descreveram uma relagdo entre o HPV e o IGFBP3, de modo que este segundo pode ser regulado pelo
mecanismo de carcinogénese através da proteina E7 do virus, assim tendo seus niveis de expressdo aumentados (PICKARD
et al., 2017). No entanto, o IGFBP-3 ¢ inibido pelo E7, no processo pelo qual este segundo se liga ao primeiro,
desencadeando uma clivagem proteolitica. Dessa forma, impedindo o papel do IGFBP3 de suprimir a proliferagdo celular e
inducéo & morte celular programada (MANNHARDT, et al., 2000). Em outro estudo as altas concentragbes de IGFBP-3
foram correlacionadas como um possivel fator de protecéo ao desenvolvimento do cancer de ovéario (HUANG, et al., 2008).

Em um estudo realizado no Reino Unido, com amostras de 52.865 casos de cancer colorretal e 46.287 controles
saudaveis, foi encontrada associagdo significativa entre os niveis de IGFBP3, previsto com base em fatores genéticos, e
niveis circulantes de IGF1 com o cancer colorretal. Tanto os niveis de IGFBP3 quanto o risco de desenvolvimento do
cancer colorretal, foram associados com a variante rs11977526 no gene IGFBP3 (MURPHY et al., 2019).

Conclusdes:

Apesar de nossos resultados ndo terem demonstrado associagdes significativas de risco ou protecdo entre o
polimorfismo IGFBP-3(rs11977526) A>G e a progressdo para o cancer cervical na populagdo de estudo, a hipdtese
apresentada neste trabalho ndo foi descartada devido ao baixo poder amostral. Ademais, este trabalho é um indicativo para
realizagdo de mais estudos para elucidar as relagdes entre a variante genética rs11977526 A>G e a susceptibilidade ao
cancer cervical.
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