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Resumo 
 
 
 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um agente sexualmente transmissível capaz de 

infectar pele e mucosas, sendo o principal causador de câncer cervical e suas lesões 

precursoras, as Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). A maioria dos casos de 

infecção pelo HPV regride espontaneamente, mesmo quando o vírus possui genótipo 

oncogênico. Sabe-se que os componentes genéticos e imunológicos do indivíduo 

assumem papel importante na eliminação do vírus. Vários estudos sugerem que alguns 

sítios polimórficos em genes de citocinas levam a variações nos níveis dessas 

moléculas, o que pode influenciar o desenvolvimento de câncer cervical em pacientes 

infectadas por HPV. Neste estudo avaliou-se a possível correlação entre a infecção por 

HPV de alto risco oncogênico e os polimorfismos existentes nas regiões +874 do gene 

INF-e 3’UTR +1188 do gene IL-12B em amostras de DNA de secreção vaginal. A 

população estudada foi composta de 76 mulheres saudáveis e 162 mulheres, HPV 

positivas, com lesão cervical, NIC I (45), NIC II (55), NIC III (53) e câncer cervical (9), 

na cidade de Recife – Brasil. Ao ser avaliado o polimorfismo +874 (T/A), verificou-se 

que não houve diferença significativa nas distribuições genotípica (p = 0,4192) e alélica 

(p = 0,370) entre os grupos de pacientes e o grupo controle. Comparando-se as 

pacientes com NIC de baixo grau com as de alto grau, também não se verificou 

diferença genotípica (p = 0,8099) e alélica (p = 1,00). Para o gene IL-12B, a presença do 

genótipo AA (p = 0,009) e do alelo A (p = 0,0038) estavam mais presentes no grupo de 

pacientes com lesão cervical que no grupo controle. Quando as amostras foram 

estratificadas de acordo com grau de lesão cervical, o genótipo AA (p = 0,0036) e o 

alelo A (p = 0,0010) estavam mais freqüentes no grupo com lesão cervical de alto grau 

que no grupo com lesão cervical de baixo grau. O alelo mutante C mostrou-se 

importante na proteção contra as lesões. Por outro lado, o polimorfismo +874 T/A no 

gene INF-não parece interferir no desenvolvimento de lesões cervicais.  Estes 

resultados mostram que diferentes citocinas podem apresentar papéis diferentes na 

susceptibilidade a infecção e na progressão de lesões cervicais. 

 
Palavras Chaves: HPV, Lesão Intraepitelial cervical, INF-e IL-12B. 
 
 
 



  

 

Abstract 
 
 
 

The Human Papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted agent that infects the skin 

and mucous membranes, and is the main cause of cervical cancer and it´s precursor 

lesions, the cervical intraepithelial neoplasia (NICs). Most cases of HPV infection 

resolves spontaneously, even when the virus has oncogenic genotype. It is known that 

genetic and immunological components of an individual play an important role in 

eliminating the virus. Several studies suggest that some polymorphic sites in cytokine 

genes lead to variations in levels of these molecules, which may influence the 

development of cervical cancer in HPV infected patients. In this study we evaluated the 

possible correlation between high risk HPV infection and polymorphisms in the regions 

+874 INF- gene and 3'UTR +1188 IL-12B gene in DNA samples of vaginal secretion. 

The study population consisted of 76 healthy women and 162 women, HPV positive 

with cervical lesion, CIN I (45), CIN II (55), CIN III (53) and cervical cancer (9), in 

Recife - Brazil. The assessment of the +874 polymorphism (T/A), showed that there 

was no significant difference in genotype (p = 0.4192) and allele (p = 0.370) 

distribution between patient and control groups. Comparing the low and high CIN 

degree patients, there was no genotypic (p = 0.8099) and allele (p = 1.00) differences. 

For the IL-12B gene, the presence of AA genotype (p = 0.009) and A allele (p = 0.0038) 

were observed mainly in patients with cervical injuries than control group. When 

samples were stratified according to grade of cervical lesion, the AA genotype (p = 

0.0036) and A allele (p = 0.0010) were more frequent in high grade cervical lesions 

group than in low-grade cervical lesion group. The mutant C allele was important in 

protecting from injury. Moreover, polymorphism +874 T/A gene INF- does not seem 

to interfere the development of cervical lesions. These results show that different 

cytokines may have different roles in susceptibility to infection and progression of 

cervical lesions. 

 

Keywords: HPV, cervical intraepithelial lesion, INF-  and IL-12B. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A infecção pelo papilomavírus humano (HPV) é a causa de doença viral 

sexualmente transmissível (DST) mais frequente na população mundial (DE SANJOSE 

et al., 2007; NAKAGAWA et al., 2010).  O vírus infecta a pele ou a mucosa e está 

associado com o surgimento de lesões benignas e malignas (GARCIA-ESPINOSA et 

al., 2009). 

 A partir da década de 70 foi verificado que alterações pré-malignas no colo 

uterino, as verrugas e os condilomas, implicavam na presença de um agente infecioso, o 

HPV. Alguns anos mais tarde, o vírus foi associado ao desenvolvimento do câncer 

cervical e suas lesões precursoras. DNA do HPV tem sido detectado em 95-99% dos 

casos de câncer cervical e em cerca de 5-20% na população saudável (VON 

LINSINGEN et al., 2009). 

No entanto, a simples presença do vírus no epitélio não implica necessariamente 

o desenvolvimento de câncer cervical, pois a maioria das infecções causadas pelo HPV 

regride espontaneamente e não acarreta manifestação clínica. Por isso, este tipo de 

câncer é considerado uma doença multifatorial. Fatores relacionados ao hospedeiro 

contribuem significativamente na patogênese da doença, sendo o sistema imune objeto 

de diversos estudos que fazem associação entre a resposta imune do indivíduo e a 

persistência da infecção pelo HPV (FARZANEH et al., 2006; GANGWAR et al., 2009). 

Durante uma infecção viral, há liberação de diversas citocinas que podem atuar 

na defesa contra o agente infeccioso. A resposta imune ao vírus pode ser influenciada 

por variantes polimórficas que podem modificar a expressão gênica e alterar o nível do 

produto final, o que tende a favorecer a progressão da doença (VON LINSINGEN, 

2008). 

Existem duas citocinas que têm participação central na resposta imune contra 

vírus: a interleucina 12 (IL-12) e o interferon gama (INF-). Ambas são citocinas 

extremamente importantes na resposta imune mediada por células, a qual é 

indispensável na eliminação de microrganismos intracelulares como o HPV (ABBAS et 

al., 2008). 

A primeira é um heterodímero composto de dois componentes distintos: p35 (IL-

12A) e p40 (IL-12B) que, juntos, constituem a forma biologicamente ativa, a p70. Esta 

se liga ao seu receptor (IL-12R) o qual é expresso em células T e NK (Natural-Killer) 

ativadas para exercer suas funções biológicas. É a principal citocina mediadora da 
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resposta imune Th1, estimulando para isso a produção de IFN-γ pelas células T e NK. 

Atua ainda na indução da imunidade mediada por células, ligando a resposta imune 

inata à adaptativa, além de ter atividade antitumoral (ABBAS et al., 2008; HAN et al., 

2008). 

A segunda citocina, INF-, participa da resposta imune celular e é um fator 

ativador de macrófago secretado por células CD4+, CD8+ e células NK ativadas. É uma 

proteína com propriedades antivirais, imunomoduladoras e antitumorais. Está também 

envolvido no controle de proliferação, diferenciação e resposta das células B e T 

(SCHRODER et al., 2004).  

O polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP) na região 3’UTR +1188 A/C 

tem sido relacionado com o desenvolvimento de diversas doenças de acordo com as 

alterações quantitativas que pode causar na secreção desta citocina (CERHAN et al., 

2007; HAN et al., 2008; LAN et al., 2006; PURDUE et al., 2007). Em trabalho 

desenvolvido recentemente, Chen et al. (2009) demonstraram que este polimorfismo 

contribui com o risco aumentado ao desenvolvimento de câncer cervical. A relevância 

no estudo desta citocina se deve ao fato que, em relação à predisposição ao câncer 

cervical em associação ao HPV, apenas dois trabalhos foram publicados e nenhum deles 

envolvendo a população brasileira. 

Pravica et al. (2000) descreveram o polimorfismo localizado no primeiro intron 

do gene INF- (+874 T/A), o qual faz parte de alguns estudos sobre o seu papel na 

predisposição ao câncer cervical em pacientes da Coréia (SONG et al., 2008), Índia 

(GANGWAR et al., 2009) e África (GOVAN et al., 2003). No Brasil, apenas um estudo 

com pacientes de Curitiba – PR foi realizado. Os dados que correlacionam a presença 

desse polimorfismo ao risco de desenvolvimento de lesões cervicais são discordantes de 

acordo com a população estudada. 

Uma vez que a presença de polimorfismos gênicos e sua associação com 

doenças variam entre as populações, este estudo visou investigar a presença de 

polimorfismos existentes nos genes das interleucinas IL12B e INF- em amostras de 

DNA de pacientes com ou sem lesão intraepitelial cervical atendidas no Hospital 

Materno Infantil Prof. Fernando Figueira – IMIP e no Laboratório Central (LACEN) do 

estado de Pernambuco. 
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2. OBJETIVOS 

 

 2.1 Objetivo geral 

 

        Verificar se existe correlação entre a presença de polimorfismos nos genes 

das interleucinas INF- e IL12B e a susceptibilidade ao desenvolvimento de lesão intra-

epitelial cervical ou câncer, causados pela infecção pelo HPV. 

 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar o polimorfismo dos genes IL-12B e INF- pelas técnicas da PCR-

RFLP e PCR em Tempo Real, respectivamente em amostras de DNA 

provenientes de mulheres com infecção por HPV em diferentes estágios de 

lesões, assim como em pacientes saudáveis; 

 Determinar a frequência dos polimorfismos no gene IL-12B e INF- e 

correlacionar com a susceptibilidade ao desenvolvimento de lesões 

intraepiteliais cervicais e/ou câncer cervical. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 O Papilomavírus Humano 

3.1.1 Estrutura e Organização do Genoma 

 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um vírus pertencente à família 

papillomaviridae que infecta células basais nos epitélios cutâneos e mucoso, formando 

lesões conhecidas como papilomas. Trata-se de um vírus que apresenta capsídeo 

icosaédrico, com 72 capsômeros e cerca de 55 nm de diâmetro. Como não possui um 

envelope, o vírus é relativamente estável e resistente à dessecação, e pode se manter 

viável no meio extracelular por até uma semana (DOORBAR, 2005; DUFFY et al., 

2003; KANODIA et al., 2007) (Figura 1). 

 

  
Figura 1. Micrografia eletrônica de partículas de papilomavírus (STANNARD, 1995). 

 

O genoma do HPV é constituído por uma dupla fita de DNA circular com 8 

genes e cerca de 8000 pares de bases associadas a histonas celulares H2a, H2b, H3 e 

H4, formando um complexo semelhante à cromatina (BERNARD, 2002; BERNARD 

et al., 2010; DOORBAR, 2005; KANODIA et al., 2007; ZUR HAUSEN, 1996). 

Possui organização simples, que pode ser dividida em 2 regiões codificantes: região 

precoce “E” (do inglês Early) e região tardia “L” (do inglês Later) – referindo-se ao 

momento em que são expressas durante a infecção - e uma região não-codificante 

denominada de Longa Região de Controle “LCR” (do inglês Long Control Region) 

(KANODIA et al., 2007; SCHEURER et al., 2005; STOLER, 2003; SZOSTEK et al., 

2006) (Figura 2). 

A região precoce contém de 7 a 8 genes (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 e E8) e a 

região tardia 2 genes (L1 e L2). A primeira contém o DNA para a replicação viral (E1, 
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E2), regulação da expressão (E2), montagem e liberação do vírus (E4) e imortalização 

e transformação celular (E5, E6 e E7). Os genes E3 e E8 não têm ação conhecida, e 

estão ausentes na maioria dos HPVs. Em relação aos genes de expressão tardia, L1 e 

L2, estes codificam as duas proteínas que formam o capsídeo. A região regulatória que 

separa estes conjuntos de genes é constituída por 1.000 pb e contém elementos 

reguladores da expressão e replicação gênicas e do empacotamento de partículas virais 

(SANCLEMENTE; GILL, 2002) (Tabela 1). 

                                             
Figura 2. Representação esquemática do genoma do HPV. Observam-se, em azul, a região 
precoce “E”, em vermelho, a região tardia “L” e, em lilás, a região reguladora “LCR”. As setas 
indicam a direção da transcrição dos genes. Na parte interna estão indicadas as posições dos 
genes no genoma viral (BURK, 1999).  
 
Tabela 1: Descrição das funções dos genes do papilomavírus humano. 
Gene Função 
E1 Atividade de DNA helicase; ligação de ATP DNA dependente; atividade de 

ATPase; 
E2 Papel na replicação e na repressão da replicação; regulador da transcrição e 

replicação viral; controle da região de expressão precoce (E); necessária para a 
replicação viral eficiente junto com E1; 

E3 Sem função conhecida, presente em uma minoria de vírus; 
E4 Expresso primariamente em epitélios em diferenciação; associado ao citoesqueleto 

de queratina de células epiteliais em cultura; papel na liberação do vírus; 
E5 Atividade de transformação do HPV 16 in vitro; possivelmente estimula o início da 

proliferação celular in vivo; pode ter papel na iniciação da carcinogênese; 
E6 Papel no processo de transformação junto com E7; propriedades de ativação 

transcricional; nos HPV´s de alto risco, inativa p53 pela degradação rápida através 
da via ubiquitina; junto com E7 propicia o ambiente celular para a replicação viral; 

E7 Induz síntese de DNA em células em repouso; se liga à forma hipofosforilada da 
proteína do retinoblastoma, resultando em sua intivação funcional, permitindo a 
progressão para a fase S do ciclo celular; nos HPVs de baixo risco, liga-se menos 
eficientemente que a proteína E7 nos tipos de alto risco; 

E8 Sem função conhecida, presente em uma minoria de vírus; 
L1 Proteína principal do capsídeo; 
L2 Proteína menor do capsídeo. 
(SANCLEMENTE; GILL, 2002).  
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3.1.2 Classificação 
 
 
 Os papilomavirus (PV) pertencem à família Papillomaviridae a qual contém 29 

gêneros formados por tipos isolados de humanos (120 tipos), mamíferos não-humanos 

(64 tipos), pássaros (3 tipos) e répteis (2 tipos) (BERNARD et al., 2010). 

Os HPV são classificados em tipos, subtipos e variantes com base na homologia 

de seu DNA. Um novo genótipo é definido se possuir menos de 90% de similaridade 

com a sequência nucleotídica de L1, após o sequenciamento completo do genoma. Os 

subtipos são definidos quando apresentam entre 2 a 10% de divergência com a 

sequência nucleotídica de L1, enquanto as variantes apresentam menos de 2% de 

divergência (ESMAEILI et al., 2008) (Figura 3). 

 

 

    
    Figura 3. Classificação do HPV com base na homologia da sequência do DNA da região L1. 

(DE VILLIERS et al., 2004). 

 

O HPV é constituído por 5 gêneros a saber: Alphapapillomavirus, 

Betapapillomavirus, Gamma-papillomavirus, Mu-papillomavirus e Nu-papillomavirus, 

sendo os 3 primeiros os mais comuns e clinicamente  importantes. De Villiers et al. 

(2004) descreveram a taxonomia dos HPV tipos 1 ao 96 (excluindo os tipos 46, 55, 64 e 

79). Desde aquele ano, novos tipos de HPV foram descritos por diversos autores, sendo 

publicada em 2010 pelo grupo deste mesmo autor, uma nova árvore filogenética 

englobando todos os PV descobertos até então (BERNARD et al., 2010) (Figura 4).  
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Figura 4. Árvore filogenética mostrando os tipos de PV identificados até 2010 (BERNARD et 
al., 2010). 

 

Os tipos de HPVs podem ser classificados ainda de acordo com o tropismo 

celular em cutâneos e mucosotrópicos. Os tipos cutâneos são epidermotrópicos e 

infectam a pele das mãos e dos pés e os mucosotrópicos são os que infectam as mucosas 

urogenitais, anais e ororrespiratórias. Estes podem ainda ser divididos de acordo com o 

potencial de causar lesões benignas ou malignas: HPV de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 

44, 54, 61, 70, 72, 81 e candHPV89/Cp6108), causadores de verrugas genitais externas 

(condiloma acuminado) e lesões benignas do colo uterino; HPV de alto risco (16, 18, 



  

 

21

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82), encontrados em lesões de alto grau e 

carcinoma invasor; HPV provavelmente carcinogênico (26, 53 e 66) e HPV de risco 

indeterminado (13 ,  32 ,  34,  40 ,  55,  57 ,  62,  64 ,  67,  69 ,  83,  MM4,  MM7, 

MM8,  MM9,  LVX100,  IS39 , CP141 , CP8304,  CP4173,  CP8061), 

(FUESSEL HAWS et al., 2004; MCMURRAY et al., 2001; MUNOZ et al., 2003; 

OLIVEIRA et al., 2008; SCHEURER et al., 2005; STOLER, 2003). 

 Em torno de 50% a 75% das infecções pelo HPV são causadas pelos tipos 

oncogênicos (CLIFFORD et al., 2005; MUNOZ et al., 2003). Os 13 tipos de HPV 

considerados de alto risco pertencem ao gênero Alphapapillomavirus e são 

representados principalmente pelos tipos 16 e 18 (DE VILLIERS et al., 2004). 

 

3.1.3 Infecção pelo HPV 
 
 Existem duas formas principais de transmissão do vírus através do epitélio 

traumatizado: a via sexual, que representa a maioria dos casos; e a via não-sexual 

através de fômites (toalhas, roupas íntimas, instrumentos ginecológicos contaminados) e 

transmissão materno-fetal (QUEIROZ et al., 2007). 

 O ciclo de replicação viral é de fundamental importância para a compreensão da 

patogênese e da imunobiologia desse vírus (STANLEY, 2001). O ciclo de vida do HPV 

acontece concomitante à diferenciação das células epiteliais, processo que dura 

aproximadamente 3 semanas (VON LINSINGEN, 2008). Acredita-se que o vírus inicia 

sua infecção nas células basais ou parabasais do epitélio cervical metaplásico que, à 

medida que se dividem, migram em direção à superfície e tornam-se diferenciadas 

(DOORBAR, 2005). 

 Após atingir a região das células basais e parabasais, as partículas virais 

precisam ligar-se aos receptores celulares ou fatores de ligação para penetração na 

célula (MARSH; HELENIUS, 2006). Para ocorrer a ligação entre o vírus e a membrana 

celular, muitos HPV necessitam do ligante glicoproteína heparan-sulfato (HSPGs), 

outros podem interagir com componentes da matriz extracelular, a laminina-5, porém, 

Patterson et al. (2005) demonstraram que a infecção de queratinócitos pelo HPV-31 não 

é dependente de HSPGs, sugerindo haver diferenças de receptores celulares na ligação e 

internalização dos diferentes tipos de HPV. 

 Após se aderir à membrana celular, o vírus é internalizado por endocitose em um 

período de horas. Em seguida, o DNA viral é transferido para o núcleo da célula, 
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processo que parece ser facilitado pela proteína do capsídeo viral L2  (DAY et al., 

2007). Inicialmente, o genoma permanece nas células da camada basal como um 

epissomo estável, sem integração ao genoma da célula hospedeira  (CARMO; FIORINI, 

2007; DOORBAR, 2005; KANODIA et al., 2007). O DNA viral é replicado durante a 

fase S do ciclo celular normal de uma célula hospedeira. Os genomas são então 

divididos uniformemente entre as células-filhas durante a divisão celular (YOU et al., 

2004). 

 O genoma do HPV pode replicar-se de duas maneiras diferentes dentro da célula 

hospedeira. Uma delas é como um epissomo extra-cromossomal ou plasmídeo em 

lesões benignas associadas aos HPVs de baixo risco, e em displasias leves e moderadas 

associadas aos HPVs de alto risco. Já em lesões de alto grau e no carcinoma in situ, o 

DNA viral está frequentemente integrado ao genoma da célula hospedeira (GARLAND, 

2002), embora não seja condição indispensável para o desenvolvimento do câncer 

(GROSS; BARRASSO, 1999). 

 Admite-se que as proteínas E1 e E2 sejam expressas para manter o DNA 

epissomal e colabora com a correta segregação do genoma viral durante o ciclo celular. 

(DOORBAR, 2005; MCMURRAY et al., 2001; SCHEURER et al., 2005; WILSON et 

al., 2005). E4 e E5 também contribuem para o processo de amplificação do genoma do 

HPV: E4 se acumula na célula no momento da amplificação do genoma viral e, em 

quantidades reduzidas, prejudica o processo de replicação. E5 reduz a acidificação dos 

endossomos, mantendo um ambiente favorável para a multiplicação do vírus 

(DISBROW et al., 2005; GENTHER et al., 2003; STRAIGHT et al., 1993; WILSON et 

al., 2005). 

 Quando ocorre o processo de integração, há perda do gene E1 e inativação de 

E2, tendo como resultado a expressão descontrolada dos oncogenes virais E6 e E7 os 

quais estão fortemente associados ao processo de transformação e imortalização celular 

(GARLAND, 2002; KANODIA et al., 2007). Essas proteínas são capazes de formar 

complexos com as proteínas celulares p53 e pRB, respectivamente, inativando suas 

funções de controle do ciclo celular.  A célula, então entra diretamente na fase S da 

mitose sem haver o correto processo de reparo do DNA, causando instabilidade 

genética, acúmulo de mutações e o possível desenvolvimento de neoplasias (CARMO; 

FIORINI, 2007; KIM et al., 2001; SCHEURER et al., 2005; STOLER, 2003; 

SZOSTEK et al., 2006). 
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 Outra proteína produzida pela região codificadora E do genoma do HPV também 

é considerada tumorigênica, a proteína E5, pois ela aumenta a eficiência da 

imortalização de queratinócitos por E6 e E7, prejudica significativamente a 

comunicação célula-célula, além de inibir a expressão do gene supressor de tumor p21 

(TSAO et al., 1996). Kabsch e Alonso (2002) sugerem ainda que E5 pode interferir com 

a habilidade de o sistema imune eliminar as células infectadas por prejudicar a 

sinalização celular. 

 Após replicação do DNA viral nas camadas basais e parabasais, há montagem do 

capsídeo nas camadas mais superiores do epitélio, havendo expressão das proteínas 

estruturais L1 e L2. Este fenômeno tem sua eficiência aumentada pela proteína E2. 

(ZHAO et al., 2000). Assim, são formadas as partículas virais que são liberadas quando 

as células infectadas chegam até a superfície do epitélio (DOORBAR, 2005) (Figura 5). 

 
Figura 5. Traumas no epitélio deixam as células basais susceptíveis à infecção pelo HPV. Após 
entrada no núcleo da célula, o DNA viral permanece como um epissomo e se divide 
simultaneamente, mas de forma independente do genoma da célula hospedeira. Após a divisão, 
as células migram da camada basal até a superficial. Durante a migração, as células infectadas 
continuam se multiplicando e o genoma viral é amplificado. Na camada intermediária, as 
proteínas L1 e L2 são expressas. Há montagem e empacotamento dos vírus na camada 
superficial e as partículas infecciosas liberadas com a esfoliação da pele (ALENCAR, 2009; 
DOORBAR, 2005). 
 
 
3.1.4 Epidemiologia das Infecções por HPV 

 

 A prevalência do HPV depende da região geográfica, porém os tipos 16 e 18 

contribuem com mais de 50% das infecções detectadas em lesões de alto grau, 70% das 
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infecções em câncer invasivo e 81,5% das infecções em adenocarcinomas, sendo esses 

dois tipos contribuintes para a persistência e progressão da lesão cervical quando 

comparados com outros tipos de alto risco (THOMISON et al., 2008). 

Smith et al. (2007) realizaram um estudo de meta-análise através de dados 

publicados no Medline, compreendendo 14.595 casos de câncer cervical invasivo (CCI) 

e 7.094 casos de lesão intraepitelial de alto grau espalhados pelo mundo. Os dados 

comprovaram que, em casos de CCI em todos os continentes, o HPV 16 é o tipo mais 

comumente encontrado nas lesões, seguido pelo 18. Os outros tipos mais comuns foram 

os 33, 45, 31, 58, 52 e 35, com variações entre os continentes quanto a esta ordem. 

Também nos casos de HSIL o HPV 16 foi o tipo mais frequente. Os outros tipos 

encontrados foram similares aos obtidos em CCI, exceto pela ausência do 45. A ordem 

de prevalência foi diferente, sendo os tipos 31, 33, 58, 18, 52, 35 e 51 subsequente ao 

16. Na América Central/Sul, nota-se a importância epidemiológica do HPV 58, que 

ocupou o segundo lugar em ordem de prevalência neste continente e só em seguida 

aparecendo o tipo 18 (Figura 

6).
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Figura 6. Prevalência da infecção por HPV. Em (a) câncer cervical invasivo (CCI) e (b) lesão de 
alto grau (HSIL) por continente (SMITH et al., 2007). 
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No Brasil, os dados sobre a prevalência dos tipos de HPV são bastante limitados, 

mas os estudos apontam diferenças na distribuição dos diferentes tipos. Pereira et al. 

(2007) verificaram que no Rio de Janeiro, em amostras de pacientes com HSIL, o tipo 

mais prevalente é o HPV 16, em seguida aparecem os tipos 18, 35 e 58. Em Brasília, um 

estudo realizado por Câmara et al. (2003) mostraram a seguinte ordem na distribuição 

do HPV: 16, 58, 31, 18 e 33. Já em Recife, os tipos mais frequentemente encontrado são 

os tipos 16, 31, 33, 58 e só então o tipo 18 (LORENZATO et al., 2000). 

 Com a utilização de testes de diagnósticos cada vez mais sensíveis para detecção 

do HPV, foi observada a infecção concomitante por múltiplos tipos desse vírus, 

dificultando a identificação de qual tipo está especificamente contribuindo para o 

desenvolvimento da lesão (SASAGAWA et al., 2001). 

 

3.2 HPV, Câncer Cervical e suas Lesões Precursoras 

 

O câncer do colo do útero é o segundo tipo de câncer mais frequente entre as 

mulheres, com aproximadamente 500 mil novos casos anuais no mundo. É responsável 

pelo óbito de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano. Sua incidência é cerca de 

duas vezes maior em países menos desenvolvidos quando comparada aos países mais 

desenvolvidos. No Brasil, foi detectado em 2010 um número de 18.430 casos de câncer 

do colo do útero, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres No 

estado de Pernambuco, ocorreram 1020 casos neste mesmo ano (BRASIL, 2010) 

 É fato bem documentado que o vírus HPV é o principal fator etiológico da 

neoplasia de colo de útero e as primeiras observações que faziam associação entre 

lesões verrucosas cutâneas ou mucosas a um agente infeccioso tiveram início já na 

década de 20. Shope e Hurst (1933) identificaram Papilomavírus nas lesões verrucosas 

de coelhos e confirmaram a etiologia infecciosa dessas lesões (NAKAGAWA et al., 

2010). 

 Segundo Nadal e Manzione (2006), a infecção pelo HPV apresenta dois picos de 

prevalência: um mais elevado após os primeiros anos de atividade sexual, entre os 18-

28 anos de idade, e outro entre a quarta e quinta décadas de vida.  A maioria delas é 

transitória, ou seja, não resulta em anormalidades epiteliais, com resolução espontânea 

em mais de 80% dos casos dentro de 1 a 2 anos, principalmente entre adolescentes e 

adultos joven. Em alguns casos, entretanto, a infecção persistente pode ser o início do 
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desenvolvimento de lesões no colo uterino, um pré-requisito para a transformação 

maligna (NAKAGAWA et al., 2010; STANLEY, 2001). 

 As lesões precursoras do câncer cervical são lesões proliferativas em que as 

células se desenvolvem de forma anormal, com atipias de graus variáveis substituindo 

parte ou toda a espessura do epitélio escamoso cervical. Essas lesões tiveram sua 

nomenclatura discutida e modificada ao longo dos anos. Desde 1988, as lesões 

histológicas podem ser classificadas, de acordo com as atipias das células epiteliais em: 

Lesão Intraepitelial de Baixo Grau – Low-Grade SIL (LSIL), compreendendo efeito 

citopático pelo HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical grau I (NIC I); Lesão 

intraepitelial de alto grau – high-grade SIL (HSIL), compreendendo Neoplasias 

Intraepiteliais Cervicais graus II (NIC II) e III (NIC III) (PEGHINI, 2009) (Figura 6). 

 A NIC I apresenta células com diferenciação alterada no terço inferior do 

epitélio. A NIC II é diagnosticada quando as células apresentam anormalidades 

nucleares e mitoses numerosas nos 2/3 inferiores do estrato epitelial, enquanto na NIC 

III, as células indiferenciadas comprometem mais de 2/3 ou toda a espessura do epitélio 

(DE PALO, 1996).  

 
 
Figura 7. Através de microlesões no epitélio cervical, os HPV atingem as células basais. O vírus 
se replica como DNA epissomal (núcleos roxos), com expressão das proteínas E1, E2, E4, E5, 
E6 e E7. Nas camadas imediatamente superiores, o genoma é replicado e os genes L1 e L2 são 
expressos, promovendo a encapsidação dos genomas e novas infecções. Lesões não tratadas 
podem evoluir ao câncer invasivo, com integração do DNA ao genoma do hospedeiro (núcleo 
vermelho), com a perda ou rompimento de E2 e superexpressão de E6 e E7 (WOODMAN et al., 
2007). 
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 As alterações histológicas cervicais ocorrem, em 90% dos casos, na Junção 

Escamo-Colunar (JEC), uma zona de transformação localizada entre o epitélio 

epidermóide (escamoso) que reveste, em condições normais, a área do colo visível no 

fundo da vagina e o epitélio glandular, que reveste o canal cervical (SILVEIRA; 

PESSINI, 1994). 

 Estudos demonstram que o aparecimento de câncer cervical pode se dar depois 

de 10 a 15 anos de uma infecção por HPV não tratada. Até a década de 60, acreditava-se 

que existia uma progressão contínua da LSIL, desde a lesão de baixo grau até o 

carcinoma invasor. Todavia, estudos longitudinais tratam da detecção de NIC III sem a 

prévia existência de NIC I ou II, concluindo que lesões cervicais de baixo e alto graus 

são processos distintos de infecção por HPV (AIDE et al., 2010; SCOTT et al., 2006).  

 A LSIL parece ser uma manifestação transitória da infecção por HPV, em que o 

epitélio apresenta pequenas anormalidades celulares, mas as células conseguem se 

diferenciar e maturar. Enquanto a HSIL ocorre quando a infecção pelo HPV impede a 

diferenciação das células, havendo replicação contínua e acúmulo de anormalidades 

genéticas que levam ao aparecimento de células cancerosas (SCOTT et al., 2006). 

 

3.2.1 Cofatores para o desenvolvimento de câncer cervical 

 

Embora várias mulheres estejam infectadas com tipos de HPV de alto risco, 

apenas uma parcela delas desenvolve o câncer cervical, sugerindo que outros fatores 

contribuem com o desenvolvimento da doença, sendo ela, portanto uma doença 

multifatorial (FARZANEH et al., 2006). 

De acordo com Munoz (2006), existem três grupos de cofatores que contribuem 

potencialmente para o desenvolvimento do câncer cervical, além da presença do HPV: 

1. cofatores exógenos ou ambientais, tais como fumo, dieta, uso de contraceptivos orais, 

múltiplos parceiros sexuais; 2. cofatores virais, como coinfecção por outros tipos de 

HPV ou variantes, carga viral, integração viral; 3. cofatores do hospedeiro, incluindo 

hormônios endógenos e o próprio sistema imune do indivíduo. Esse último é objeto de 

estudo de trabalhos que fazem associação entre a resposta imune do hospedeiro e a 

persistência da infecção pelo HPV (FARZANEH et al., 2006; GANGWAR et al., 2009). 
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3.3 Resposta Imune ao HPV 

 Os HPV, como qualquer outro tipo de vírus, são microrganismos intracelulares 

obrigatórios que usam os ácidos nucléicos e a maquinaria de síntese de proteínas do 

organismo infectado para se manter (ABBAS et al., 2008).  

 A resposta imune do hospedeiro é citada como um dos principais fatores que 

influenciam a história natural da infecção pelo HPV (LEE et al., 2004). Quando o 

sistema imune falha em eliminar ou controlar a infecção, ela persiste com altos níveis de 

replicação do DNA viral. Os indivíduos com infecção persistente têm uma 

probabilidade maior de progressão da lesão para HSIL e carcinoma invasivo (VON 

LINSINGEN, 2008). 

 O sistema imune do trato genital inferior é composto pela imunidade inata 

(natural) e pela adaptativa (adquirida), as quais apresentam aspectos diferentes quanto 

ao sistema de reconhecimento, células envolvidas e mecanismo de ação. Participante 

dos dois tipos de imunidade, as citocinas são proteínas secretadas durante as fases de 

ativação e efetoras da imunidade inata e também da adquirida. São produzidas em 

resposta a microrganismos e outros antígenos, mediando e regulando reações imunes e 

inflamatórias. As citocinas também podem ser denominadas interleucinas, já que muitas 

são secretadas por leucócitos e agem sobre outros leucócitos. Possuem vida média curta 

e iniciam suas ações através da sua ligação a receptores de membrana na célula-alvo 

(ABBAS et al., 2008). 

 A atividade das citocinas foi primeiramente reconhecida nos anos 60, quando foi 

observado que sobrenadantes derivados de cultura de linfócitos tinham fatores que 

regulavam a proliferação, diferenciação e maturação de células do sistema imune (VON 

LINSINGEN, 2008). Suas propriedades gerais são as seguintes: são moléculas 

pleiotrópicas, pois agem em diversos tipos celulares, possuem efeitos redundantes 

(várias citocinas podem atuar da mesma forma) e podem influenciar a ação e síntese de 

outras citocinas de forma sinérgica ou antagônica atuando geralmente em um sistema de 

indução em cascata. (ABBAS et al., 2008; HAUSER et al., 1985; VON LINSINGEN, 

2008). 

 As citocinas podem apresentar efeitos estimulantes (pró-inflamatório) ou 

inibidores (antiinflamatório) dependendo do tipo de linfócito T ativado. Suas ações 

individuais na imunidade são complexas, uma vez que elas agem em um microambiente 

repleto de uma população heterogênea de células em diferentes estádios de ativação 

(ABBAS et al., 2008).  
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 A imunidade inata e a adquirida trabalham juntas para combater a infecção pelo 

HPV. A inata, apesar de não específica, representa a primeira linha de defesa contra a 

invasão de patógenos e envolve barreiras epiteliais, células efetoras circulantes 

(macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, células NK), proteínas (defensinas, óxido 

nítrico, componentes do complemento e citocinas). Especificamente contra infecções 

virais, a imunidade natural tenta inibir a infecção através de citocinas do tipo Interferon 

e Fator de Necrose Tumoral, além da morte dos queratinócitos infectados mediadas 

pelas células NK (ABBAS et al., 2008). 

 A resposta adquirida é específica frente a determinado patógeno (bactérias, vírus 

e fungos), processo esse que inclui ativação de linfócitos, citotoxidade, síntese de 

anticorpos e produção de citocinas (WIRA et al., 2005). Nesse tipo de imunidade, a 

secreção de anticorpos bloqueia a ligação do vírus e a entrada nas células do hospedeiro. 

Os linfócitos T indiferenciados reconhecem os antígenos do vírus que estão expostos na 

superfície das células dendríticas e as células TCD8+ eliminam a infecção pela 

destruição das células infectadas, na presença de células TCD4+, ou Th (ABBAS et al., 

2008).  

 A ativação do linfócito TCD4+ resulta na secreção de uma variedade de 

citocinas que, durante a resposta imune, celular e humoral, são responsáveis pela 

regressão, persistência ou progressão de lesões associadas ao HPV (GONCALVES; 

DONADI, 2004). O estudo desses polipeptídeos de forma qualitativa ou quantitativa 

muitas vezes é utilizado para caracterizar a resposta imune durante a infecção pelo HPV 

(CHEN et al., 2009), pois a secreção e o padrão de expressão das diferentes citocinas 

definem quatro tipos diferentes de resposta, de acordo com a diferenciação celular: Th1, 

Th2, Th3 (iTreg) e Th17, sendo os dois primeiros subconjuntos os mais bem definidos 

(PEGHINI, 2009; VON LINSINGEN, 2008; ZHU; PAUL, 2008) (Figura 8).  
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Figura 8. Perfis de resposta imune derivados da diferenciação de células T CD4+ naïve, com as 
respectivas citocinas que induzem a diferenciação, as citocinas produzidas características de 
cada perfil e os fatores de transcrição críticos para a determinação do perfil imunológico (ZHU; 
PAUL, 2008). 
 

 As células Treg constituem 5-10% do total populacional de células T CD4+ em 

camundongos e em seres humanos e estão principalmente envolvidas na repressão de 

doenças auto-imunes, além de inibir a proliferação e produção de células Th1 e de 

células T CD8+. São estimulados pelos TGF e IL-2 e capazes de produzir IL-10, 

TGF e IL-35 (PEGHINI, 2009). 

 Os linfócitos Th17, identificados inicialmente em camundongos, assim 

chamados por secretarem principalmente a IL-17 (IL-17a e IL-17f), mediam respostas 

imunes contra bactérias e fungos extracelulares. Participam da indução de doenças auto-

imunes, reações inflamatórias ricas em neutrófilos, podendo ser importantes mediadores 

de dano tecidual em doenças inflamatórias imunomediadas. A diferenciação de células 

T CD4+ naïves em Th17 ocorre por estímulo do antígeno na presença de TGF- 

juntamente com IL-1, IL-6, IL-21 e IL-23 (PEGHINI, 2009). 

Quando ativadas por células apresentadoras de antígeno, as células Th1 secretam 

citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e IFN-  que promovem a imunidade celular e 

são necessárias para efetuar respostas inflamatórias mediadas por fagócitos contra 

microorganismos intracelulares (entre eles os vírus) e contra células tumorais. Já as 
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células Th2 produzem várias citocinas, sendo as IL-4 e IL-5 as principais, e favorecem a 

resposta humoral anti-inflamatória contra patógenos extracelulares, incluindo helmintos, 

e respostas alérgicas (BENDTZEN et al., 1995; GONCALVES; DONADI, 2004).  

 Em mulheres infectadas por HPV de alto risco, Lee et al. (2004) evidenciaram 

uma diminuição na produção de citocinas secretadas pelas células Th1, Além disso, 

Clerice et al. (1997) afirmam que a mudança do perfil Th1 para o Th2 está relacionado 

com o pior prognóstico para pacientes com infecção pelo HPV, sendo o primeiro perfil, 

portanto, o principal responsável pelo combate e a eliminação do vírus. 

 Em lesões epiteliais provocadas pela infecção pelo HPV, o exame histológico 

mostra diferentes populações celulares. Nas verrugas genitais em regressão observa-se 

um infiltrado de LT CD4+, LT CD8+, macrófagos e células NK no estroma e epitélio, 

enquanto que em lesões persistentes há ausência de células imunológicas no sítio da 

infecção, poucos LT CD8+ intraepiteliais e células mononucleares no estroma 

(PEGHINI, 2009; STANLEY, 2001).  

 O período entre a infecção e o aparecimento das lesões é altamente variável, de 

semanas a meses, sugerindo que o vírus pode desenvolver mecanismos efetivos de 

evasão do sistema imune (VON LINSINGEN, 2008). Felizmente, na maioria dos casos 

uma resposta imune eficiente é estabelecida. Porém existem vários mecanismos usados 

pelo HPV para conseguir escapar do sistema imune do hospedeiro (KANODIA et al., 

2007). 

 Na verdade, o próprio ciclo de infecção pelo HPV é, por si só, um mecanismo de 

escape, já que desenvolve um ciclo não-lítico na maioria dos casos. Assim sendo, há 

pouca ou nenhuma liberação de citocinas pró-inflamatórias importantes para a ativação 

das células dendríticas e os sinais essenciais para a resposta imune no epitélio escamoso 

estão ausentes. Além disso, a proteína E é expressa em baixos níveis, fazendo com que 

o vírus fique invisível ao sistema imune (KANODIA et al., 2007; KUPPER; 

FUHLBRIGGE, 2004). 

 Outra forma de evasão do sistema imune é através das oncoproteínas E6 e E7 do 

HPV 16 que atuam nas vias de sinalização do interferon, inibindo-as (BARNARD; 

MCMILLAN, 1999; RONCO et al., 1998). Foi demonstrado também que E7 tem 

grande similaridade com algumas proteínas próprias humanas, propiciando ao HPV 

evadir-se eficientemente da resposta imune humana (VON LINSINGEN, 2008). 
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3.3.1 Interleucina 12 (IL-12) 

 

 A IL-12 é uma citocina proinflamatória heterodimérica constituída por duas 

unidades ligadas por ponte dissulfeto: uma cadeia leve de 35 quilodaltons (kD), 

conhecida como p35 ou IL-12A e localizada no cromossomo 3p12-q13.2; e uma cadeia 

pesada de  40 kD, conhecida como p40 ou IL-12B localizada no cromossomo 5q31-33 

(CHEN, 2009). Várias células parecem sintetizar a subunidade p35, mas apenas células 

fagocíticas e células dendríticas produzem a subunidade p40 (ABBAS et al., 2008). O 

receptor de IL-12 é composto por duas cadeias, a IL-12R1 e a IL-12R2, as quais são 

expressas principalmente por células T ativadas e células NK, explicando a habilidade 

com que estas células respondem ao estímulo da IL-12 (TRINCHIERI, 2003) (Figura 

9). 

                   
Figura 9. Estrutura morfológica da IL-12 e de seu receptor (TRINCHIERI, 2003). 

 

 A indução para a célula produzir esta citocina é feita por estímulos microbianos, 

infecções por bactérias intracelulares, infecções por vírus e por indução de células T 

auxiliares já estimuladas por estes antígenos (ABBAS et al., 2008; PEGHINI, 2009). 

Além disso, citocinas como IL-4 e INF- aumentam a habilidade de as células 

produzirem IL-12 (TRINCHIERI, 2003). 

 Várias são as funções biológicas desenvolvidas pela IL-12 frente aos 

microrganismos (Figura 7). Produto de células inflamatórias, esta interleucina é uma 

importante citocina envolvida na iniciação de uma sequência de respostas celulares que 

resultam na eliminação de organismos intracelulares, sendo a principal citocina 
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mediadora da resposta imune inata a esses tipos de patógenos, incluindo o HPV. 

Durante a imunidade natural, a IL-12, estimulada principalmente por macrófagos e 

células dendríticas, produz INF-para ativação dos próprios macrófagos e destruição do 

patógeno. Além disso, IL-12 juntamente com INF- estimula a diferenciação de 

linfócitos T CD4+ auxiliares em células Th1, direcionando à imunidade celular, e 

acentuando as funções citotóxicas de células NK ativadas e linfócitos T citotóxicos 

(ABBAS et al., 2008).  

 

 
Figura 10. Ações biológicas da IL-12 (ABBAS et al., 2008)  

 

 Além de sua atividade antimicrobiana, a IL-12 é também importante no 

mecanismo de resistência a tumores. Vários estudos têm demonstrado que, durante o 

desenvolvimento de carcinogênese cervical, há troca no padrão de resposta celular de 

Th1 para Th2. A predominância de Th2 e diminuição de Th1 está demonstrado em 
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outros tipos de tumor, como tumores ovarianos e de pulmão, evidenciando que a 

diminuição de IL-12 está associada também ao desenvolvimento de câncer (HAN et al., 

2008).  

 Em função da importância imunológica desempenhada por esta citocina, estudos 

moleculares têm sido feitos para investigar a associação de polimorfismos no gene IL-

12 e o risco de desenvolvimento de câncer. Foram descritos três polimorfismos na 

subunidade p40 do gene da IL-12 (IL-12B): na região promotora, no íntron e na região 

não-traduzida 3’(3’UTR), sendo o polimorfismo funcional de um único nucleotídeo na 

região 3’UTR +1188 A/C sugerido como associado ao desenvolvimento de linfoma 

(CERHAN et al., 2007; LAN et al., 2006; PURDUE et al., 2007), carcinoma 

hepatocelular causado pelo vírus da hepatite B (NIETERS et al., 2005), câncer de 

estômago (NAVAGLIA et al., 2005) e, associado a outros polimorfismos, ao 

desenvolvimento de câncer cervical (CHEN et al., 2009; HAN et al., 2008). 

 

3.3.2 Interferon-gama (INF-) 

 

 O IFN-γ é uma citocina pró-inflamatória e imunoreguladora reconhecidos há 

mais de 40 anos como agente que interfere na replicação viral. É classificado em dois 

tipos (tipo I e tipo II de acordo com a especificidade ao receptor e com a homologia na 

sequência de DNA) (SCHRODER et al., 2004). Os genes que codificam o INF tipo I 

estão localizados no cromossomo 9 e incluem os INF-, INF-, INF-, INF- e INF-

(ABBAS et al., 2008).  

 O INF- γ é o único representante dos INFs tipo II. A estrutura do seu gene é 

altamente conservada e está localizado no cromossomo 12q24.1, em cópia única, com 

5400 pb, quatro éxons e três introns (SCHREIBER; FARRAR, 1993). Seu receptor é 

composto por dois polipeptídeos associados de estrutura homóloga: o IFNGR1 e o 

IFNGR2 (SCHRODER et al., 2004). 

 A proteína humana INF- γ é constituída por 166 aminoácidos e é secretada pelas 

células TCD4+, TCD8+, Th0 e células NK ativadas. Apresenta habilidade em regular as 

funções de células do sistema imune inato e adquirido contra microrganismos 

intracelulares como os vírus (RINDERKNECHT et al., 1984). Durante a resposta imune 

natural, as células NK liberam INF- em resposta a ligantes na superfície de células 

infectadas ou em resposta à IL-12, a qual é requerida para otimização da produção in 
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vivo do interferon. Além disso, esta citocina é considerada a principal ativadora de 

macrófago, acentuando a função deste através da estimulação de intermediários reativos 

do oxigênio e do nitrogênio que vão destruir os microrganismos fagocitados (ORISS et 

al., 1997). 

 Já na imunidade adquirida, promove diferenciação de células TCD4+ para o 

subgrupo Th1(ORISS et al., 1997) e suprime o crescimento de células Th2, o que é 

importante na defesa contra infecções virais e tumores, aumenta a expressão de 

moléculas MHC associadas ao processamento antigênico e estimula as células B a 

secretarem anticorpos que participam da eliminação de microrganismos mediada por 

macrófagos (ABBAS et al., 2008) (Figura 11). 

                     

 
Figura 11. Ações biológicas do INF- (ABBAS et al., 2008). 

 

O polimorfismo localizado no primeiro intron do gene do INF- (+874 T/A) 

(PRAVICA et al., 2000) tem sido descrito em associação ao desenvolvimento de uma 

série de doenças, dentre elas a tuberculose (VALLINOTO et al., 2010), doença de 
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Chagas (TORRES et al., 2010), leucemia linfocítica crônica (URBANOWICZ et al., 

2010) e Hepatite B (YU et al., 2006). 

 Vários estudos têm sido feitos para avaliar a associação entre o polimorfismo no 

gene do interferon e a predisposição ao desenvolvimento de lesões cervicais causadas 

por HPV. Linsingen et al. (2009), em um estudo com pacientes brasileiras, sugeriram 

que o polimorfismo  +874 no gene do interferon pode influenciar a progressão desse 

tipo de lesão em pacientes com HPV.  

 A importância da resposta imune frente ao desenvolvimento de lesão cervical ou 

ao prognóstico da doença, está ligada a uma rede de citocinas que são produzidas 

durante o curso da infecção por HPV. Por isso, conhecer os mecanismos moleculares 

que antecedem a produção destas citocinas e de outros mediadores inflamatórios 

representa um poderoso campo a ser explorado para investimentos em pesquisa de 

novas vacinas e tratamento medicamentoso. 

 

3.4 Métodos de detecção de SNPs 

 

 Os SNPs representam a maior fonte de variações genéticas entre os indivíduos, 

podendo consistir em inserções, deleções ou substituições nucleotídicas. São muito 

abundantes, com uma frequência de cerca de 1%, existindo cerca de um milhão ou mais 

por indivíduo. Podem ser utilizadas para identificar as contribuições poligênicas em 

algumas doenças, podendo funcionar como marcadores genéticos para o diagnóstico e 

prognóstico e, possivelmente, para novos alvos terapêuticos (AITKEN et al., 2004; 

FRANCESCHI, 2009). 

Estudos de genes de citocinas mostraram que diversos polimorfismos em regiões 

reguladoras destes genes podem ser responsáveis por alterações na produção dessas 

moléculas. A maioria dos polimorfismos acontece em um único nucleotídeo em regiões 

promotoras ou no próprio éxon, além de microssatélites em regiões intrônicas 

(TAYLOR et al., 2004).  

Vários métodos baseados na PCR (Polymerase Chain Reaction) foram 

desenvolvidos e utilizados para detecção de SNPs. A PCR, a propósito, é uma 

metodologia que possibilita a produção de milhares de cópias de um determinado 

fragmento de DNA de interesse. Dois métodos de baixo custo e frequentemente 

utilizados para a detecção de polimorfismos, utilizando a técnica de PCR, são a 
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metodologia RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), e a técnica de SSP 

(Sequence-Specific Primers (FRANCESCHI, 2009). 

 A RFLP é uma técnica em que os organismos podem ser diferenciados pela 

análise de padrões derivados da clivagem do seu DNA. O polimorfismo de ponto em 

um fragmento de nucleotídeos acarreta na criação de sítios de reconhecimento para 

enzimas de restrição específicas. Assim, após clivagem (digestão) do DNA, serão 

gerados fragmentos de tamanhos diferentes de acordo com a ação da enzima (OTTO, 

1998). 

 Na PCR-SSP são utilizados primers totalmente complementares à sequência alvo 

que contém o alelo polimórfico. Dessa forma, será amplificado apenas o fragmento com 

o qual o par de primer possui pareamento perfeito, e pares de iniciadores sem 

correspondência não se traduzem em amplificação (TERASAKII, 1980).  

 Essa técnica pode ser executada através da metodologia da PCR em Tempo 

Real, processo utilizado para quantificação e genotipagem de ácidos nucléicos. Na 

reação de amplificação pode ser utilizada a coloração com o Syber Green, substância 

fluorescente de baixo custo e fácil manuseio, que tem a emissão de luz aumentada em 

20 vezes quando ligada ao DNA dupla fita, ou seja, durante o processo de amplificação, 

o aumento do material genético específico amplificado faz aumentar a fluorescência 

emitida que é lida e transformada em sinal gráfico. É formada, então, a curva de 

melting, em que as sequências podem ser caracterizadas através da sua temperatura de 

melting aparente (Tm), baseada no comprimento do produto e da composição de bases 

(SOUZA, 2006). 
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RESUMO 

 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um microrganismo sexualmente transmissível que 

pode causar Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC) e câncer cervical, a segunda 

maior causa de malignidade em mulheres no mundo. A presença do vírus, no entanto, 

não é suficiente para causar lesões no colo uterino. Vários estudos sugerem que alguns 

sítios polimórficos modificam os níveis de citocinas e podem influenciar o 

desenvolvimento de câncer em pacientes infectadas por HPV. No presente estudo, 

avaliou-se a presença dos polimorfismos funcionais nas posições +874 (T/A) do gene 

INF- e +1188 (A/C) do gene IL-12B em amostras de secreção cervical de 76 mulheres 

saudáveis e 162 mulheres, HPV positivas, com lesão cervical, NIC I (45), NIC II (55), 

NIC III (53) e câncer cervical (9), em uma população brasileira. Quando analisado o 

polimorfismo no gene INF-não foi observada diferença significativa nas distribuições 

genotípicas (p = 0,4192) nem alélicas (p = 0,370) entre os dois grupos. Por outro lado, 

para o gene IL-12B, houve diferença significativa nas distribuições genotípicas e 

alélicas entre os grupos analisados (p = 0,01113 e p = 0,0196, respectivamente). Quando 

as amostras foram estratificadas de acordo com grau de lesão cervical, o genótipo AA e 

o alelo A estavam mais frequentes no grupo com lesão cervical de alto grau do que no 

grupo com lesão cervical de baixo grau (p = 0,0036 e p = 0,0010, respectivamente), 

sugerindo que o alelo mutante C é um indicador da proteção contra o surgimento de 

lesões intraepiteliais e sua progressão. 

 

Palavras-chave: HPV, NIC, polimorfismo, INF-, IL-12B. 
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INTRODUÇÃO 
 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um vírus pertencente à família 

papillomaviridae o qual infecta células basais nos epitélios cutâneos e mucoso, 

formando lesões conhecidas como papilomas [1-3]. 

 São conhecidos mais de 120 tipos de HPV de acordo com a sequência do DNA 

viral [4], sendo 15 deles considerados oncogênicos ou de alto risco, por estarem 

associados a Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC) de alto grau e câncer cervical [5-

6]. Em 90% dos casos, o câncer cervical evolui a partir de uma NIC pré-existente [7] e 

está associado à presença de HPV de alto risco em 99% dos casos [8]. No Brasil, em 

2008, ocorreram 4.182 óbitos por câncer cervical e em 2010, ocorreram 18.430 novos 

casos da doença [7]. 

 Além da presença do HPV, outros fatores contribuem com o desenvolvimento 

do câncer cervical, tais como fumo, dieta, uso de contraceptivos orais, múltiplos 

parceiros sexuais e o próprio sistema imune do indivíduo [9]. Há evidências de que a 

resposta imune mediada por células seja a principal forma de combate ao HPV.  

Algumas citocinas agem na diferenciação de linfócitos T CD4+ em células do tipo Th1, 

o que direciona o sistema imune à ativação da resposta mediada por células. A 

Interleucina-12 (IL-12) e o Interferon-gama (INF-) são duas citocinas envolvidas nesse 

processo e ainda acentuam as funções citotóxicas de células NK ativadas e linfócitos T 

citotóxicos [10-11]. 

 A IL-12 é um heterodímero composto de dois componentes distintos, a p35 (IL-

12A) e p40 (IL-12B) que, juntos, constituem a forma biologicamente ativa, a p70. É a 

principal citocina mediadora da resposta imune Th1, estimulando para isso a produção 

de IFN-γ pelas células T e células Natural Killer (NK). Atua ainda ligando a resposta 

imune inata à adaptativa, além de ter atividade antitumoral [10-11]. 

 O INF- é uma proteína ácido-lábil secretada por células TCD4+, TCD8+, Th0 e 

células NK com propriedades imunorregulatórias, antitumorais e antivirais. Altos níveis 

de INF-estão associados com a proteção de hospedeiros contra infecções virais, tais 

como o HPV [12]. 

O polimorfismo de uma única base (SNP) na região 3’UTR +1188 A/C do gene  

IL-12B tem sido relacionado com o desenvolvimento de diversas doenças como linfoma 

[13-15], carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite B [16], câncer de 

estômago [17], e câncer cervical [18,10]. 
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Pravica [19] demonstrou que existe um SNP na posição +874 (T/A) no primeiro 

intron do gene INF-, o qual tem sido descrito em associação a uma diversidade de 

doenças, dentre elas, a tuberculose [20], doença de Chagas [21]; leucemia linfocítica 

crônica [22], hepatite B [23] e lesões causadas por HPV [9].  

O presente estudo visou avaliar se existe correlação entre os polimorfismos 

existentes nas regiões +874 (T/A) do gene INF-e na região 3’UTR +1188 (A/C) do 

gene  IL-12B com a susceptibilidade ao desenvolvimento de NICs causadas pelo HPV 

de alto risco oncogênico e a progressão para o câncer cervical em amostras de DNA de 

secreção vaginal de mulheres atendidas no Laboratório Central (LACEN) e Instituto de 

Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP- Permambuco). 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

População de Estudo 

 As amostras de DNA foram selecionadas a partir do banco de amostras clínicas 

de DNA de raspado da região cervical de mulheres com diagnóstico de NIC e câncer 

cervical, confirmado por biópsia, atendidas no LACEN do Estado de Pernambuco e no 

IMIP, no período de janeiro de 2008 a abril de 2010. As pacientes tinham de 16 a 75 

anos de idade, sendo que a maioria (64,8%) estava entre 20 e 36 anos. O critério de 

exclusão foi pacientes em tratamento com radioterapia ou quimioterapia para neoplasia 

invasiva cervical e aquelas que se recusaram a fazer parte do estudo. 

Todas as amostras foram previamente avaliadas quanto à presença de HPV de 

alto risco (HPV 16 e/ou 18) no Laboratório Genoma da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (UFRPE). Foram selecionadas 162 amostras (N = 45, NIC I - baixo grau; 

N = 55, NIC II - alto grau; N = 53, NIC III – alto grau; N = 9, câncer cervical) de 

mulheres HPV positivas e 76 amostras de mulheres sem anormalidades citológicas, 

HPV negativas. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro 

de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco CEP/CCS/UFPE e faz 

parte de um projeto maior (ANEXO 1). 

  

Genotipagem da região +874 (T/A) do gene INF- 

 A reação de amplificação da região +874 (T/A) do gene INF- ocorreu através 

da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase alelo específica (Polymerase Chain 
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Reaction – Sequence-Specific Primers – PCR-SSP) [24] usando o equipamento ABI 

7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems), localizado no Núcleo de 

Plataformas Tecnológicas – Fiocruz-PE. Nessa técnica são realizadas duas reações de 

amplificação, cada uma contendo um par de primer capaz de identificar o alelo 

específico [25]. Esta reação foi realizada num volume final de 10l contendo 

aproximadamente 200ng de DNA de cada amostra, 1X Syber Green PCR Master Mix 

2X (Applied Biosystems), 0,5 mM de cada par de primer (genérico 5´-

TCAACAAAGCTGATACTCCA-3´; primer T-específico 5´- 

TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3´ e  primer A-específico 5´-

TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3´) [19] e H2O milli-Q q.s.p. As condições da 

amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial de 95ºC por 1 min, seguida de 15 

ciclos de 95ºC por 15 s, 62ºC por 50 s, 72ºC por 40 s e 25 ciclos de 95ºC por 20 s, 56ºC 

por 50 s e 72ºC por 50 s. 

Após amplificação, os resultados foram analisados através da curva de melting 

gerada, em que as sequências podem ser caracterizadas através da sua temperatura de 

melting aparente (Tm) que é função do comprimento do produto e da composição de 

bases [26]. A curva de melting foi gerada pelo 7500 Software v2.0.3 (Applied 

Biosystems). Para confirmação do produto obtido, 10% dos amplicons corados com 

Blue Green Loading Dye (LGC Biotecnologia) foram submetidos à separação 

eletroforética em gel de agarose 1,5%.  

 

Genotipagem da região 3’UTR +1188 (A/C) do gene  IL12B 

A amplificação do gene IL12B foi realizada através da metodologia da PCR-

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-Polimerase Chain Reaction), 

através da qual o polimorfismo pode ser visualizado em gel de agarose após corte por 

enzima de restrição do DNA fita dupla amplificado [26]. A reação foi realizada em um 

volume final de 25µL utilizando aproximadamente 200ng de DNA, 1x SYBR®GREEN 

Master Mix PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 2,5mM de cada primer 

(senso 5’-GATATCTTTGCTGTATTTGTATAGTT-3’ e anti-senso 5’-

AATATTTAAATAGCATGAAGGC-3’) [18] e água milli-Q q.s.p.. As amostras foram 

submetidas às seguinte condições de ciclagem: aquecimento inicial de 95°C por 5min, 

seguidos por 40 ciclos de 95°C por 45s, 53°C por 45s e 72°C por 45s e uma extensão 

final de 72°C por 10 min. Os amplicons foram corados com Blue Green Loading Dye 

(LGC Biotecnologia), submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% e 
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visualizados em luz UV. Em seguida os fragmentos foram digeridos com a enzima TaqI 

(Fermentas Life Sciences), conforme orientações do fabricante e visualizado em gel de 

agarose 3%. 

 

Análise estatística 

A análise dos dados foi feita através do programa BioEstat 5.0. O estudo foi 

composto por amostras independentes constando de dados nominais (genótipo). A 

influência de cada polimorfismo sobre o risco para o desenvolvimento de NICs foi 

estimada pelo teste de Odds Ratio (OR) utilizando um intervalo de confiança de 95% 

para os parâmetros. A verificação das frequências dos alelos foi realizada através do 

método de contagem gênica. As frequências genotípicas foram realizadas através do 

teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg e foi determinada a existência de aderência entre 

os valores observados e aqueles esperados, com base na determinação de frequência 

gênica. A prevalência dos diferentes genótipos nos pacientes foi analisada pelo teste do 

χ2 em tabelas de contingência.  

 

RESULTADOS 

Relação entre o polimorfismo da região +874 T/A) do gene INF-e a 

susceptibilidade a lesão e/ou desenvolvimento de câncer cervical. 

A figura 1 representa os três genótipos possíveis (TT, TA e AA) para o 

polimorfismo existente na região +874 (T/A) do gene INF- obtidos a partir da técnica 

de PCR em tempo real. Cada alelo foi caracterizado através da sua temperatura de 

melting aparente (Tm). Determinou-se assim, uma temperatura de 76,0º ± 0,3ºC para o 

alelo selvagem (T) e 76,8 º± 0,3ºC para o mutante (A). Para cada reação foram 

utilizadas amostras-controle negativas (sem DNA). 
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Figura 1. Curva de melting gerada na genotipagem das amostras para o INF-. Em a – 
homozigoto selvagem T/T (1 pico). Em b – heterozigoto T/A (2 picos). Em c – homozigoto 
mutante A/A (1 pico). 
 
 

 Os três genótipos possíveis foram confirmados através da separação 

eletroforética em que foram obtidos fragmentos de 264 pb (Figura 2). Nesta figura, a 

amostra 1 (poços 2 e 3), que amplificou apenas o alelo A, correspondeu ao genótipo 

AA. A amostra 2 (poços 4 e 5), que amplificou apenas o alelo T, correspondeu ao 

genótipo TT e a amostra 3 (poços 6 e 7) que amplificou ambos os alelos , correspondeu 

ao genótipo AT.     

                
Figura 2. Detecção dos genótipos possíveis para o polimorfismo +874 T/A do gene INF-
Coluna 1: Ladder 100pb; colunas 2 e 3: amostra 1, apresentando amplificação apenas no 
alelo A (genótipo AA); colunas 4 e 5: amostra 2, apresentando amplificação apenas com o alelo 
T (genótipo TT); e colunas 6 e 7: amostra 3, apresentando amplificação com os dois alelos, 
(genótipo AT). 
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Baseado no pico de melting de cada alelo foi possível determinar os 

polimorfismos de todas as amostras nos dois grupos analisados, casos e controle, e 

determinar as distribuições alélicas e genotípicas entre os diferentes grupos (Tabela 1). 

O valor de qui-quadrado (χ2 = 2,764) mostrou que a população em estudo encontrava-se 

dentro do equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Quando analisada a susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasia 

intraepitelial cervical foram comparadas 162 amostras do grupo dos casos (NIC I + NIC 

II/III + Câncer) com 76 amostras controle (sem infecção). No grupo dos casos, 27 

(16,6%) apresentaram o genótipo TT, 84 (51,9%) TA e 51 (31,5%) AA. No grupo 

controle, 13 (17,11%) apresentaram o genótipo TT, 46 (60,53%) TA e 17 (22,36%) AA 

não sendo observada diferença estatística tanto nas frequências genotípicas (p = 0,4192) 

quanto nas frequências alélicas (p = 0,37). Porém, o genótipo mais frequentemente 

encontrado, em ambos os grupos foi o TA (média produção de INF-), seguido pelo AA 

(baixa produção de INF-) e por último o TT (alta produção de INF-). O alelo A foi o 

mais frequente nas duas populações.  

Quando as amostras pertencentes ao grupo com lesão foram estratificadas de 

acordo com o grau da neoplasia intraepitelial cervical em NIC I, NIC II/NIC III e câncer 

cervical, verificou-se que das 45 amostras de NIC I, 8 (17,7%) apresentaram genótipo 

TT, 22 (48,9%) TA e 15 (33,4%) AA. E dos 108 casos de NIC II/III, 17 (15,7%) 

apresentaram genótipo TT, 59 (54,6%) TA e 32 (29,7%) AA, não sendo verificada 

diferença significativa entre esses dois grupos, tanto na distribuição genotípica (p = 

0,8099) quanto na alélica (p = 1,00).  

Finalmente, nos 9 casos de câncer, 2 (22,2%) apresentaram genótipo TT, 3 

(33,3%) TA e 4 (44,5%) AA. Quando comparada a susceptibilidade ao 

desenvolvimento de câncer cervical através da análise das frequências genotípicas entre 

o grupo controle e o grupo com câncer (p = 0,2574) não se observou diferença 

significativa.  
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Tabela 1: Frequências genotípicas e alélicas do gene INF- (+874 T/A) entre o grupo 
controle, os casos de NIC e os de câncer cervical. 

Genótipos Controle 
n =76 (%) 

NIC I 
n = 45 (%) 

NIC II/III 
n = 108 (%) 

Câncer 
n = 9 (%) P value χ2 

TT 13 (17,11) 8 (17,7) 17 (15,7) 2 (22,2) p1 = 0,4192  
TA 46 (60,53) 22 (48,9) 59 (54,6) 3 (33,3) p2= 0,2574  
AA 17 (22,36) 15 (33,4) 32 (29,7) 4 (44,5) p3= 0,8099 2,764 

 
Alelos       

T 72 (47,4%) 38 (42,2%) 93 (43,0%) 7 (38,9%) p1 = 0,370 / OR = 1,20  
A 80 (52,6%) 52 (57,8%) 123 (57,0%) 11(61,1%) p2 = 0,6194 / OR = 1,41  
     P3 = 1,00 / OR = 0,966  

p1= controle x NIC I + NIC II/ III; p2= controle x Câncer; p3= NIC I x NIC II/III 

 

 

Relação entre o polimorfismo do gene IL-12B+1188 A/C) e a susceptibilidade à 

lesão e/ou desenvolvimento de câncer cervical. 

 

Após reação de amplificação da região +1188 do gene IL-12B, foi obtido um 

produto de 118pb. Em seguida, as amostras foram digeridas com a enzima de restrição 

Taq I e analisadas em gel de agarose a 3%. A figura 3 mostra o resultado dos três 

genótipos possíveis para o polimorfismo. Na ausência do sítio de digestão para a enzima 

Taq I foi gerado apenas um único fragmento de 118pb e a amostra foi genotipada como 

AA (genótipo selvagem). A presença de dois fragmentos (92pb e 26pb) após digestão 

configura amostra CC (genótipo mutante homozigoto). E finalmente a presença de três 

fragmentos (118pb, 92pb e 26pb) configura amostra AC (genótipo mutante 

heterozigoto). 

                      
Figura 3. Gel de agarose a 3% corado com Blue Green Loading Dye (LGC Biotecnologia), 
demonstrando a presença dos três genótipos possíveis para o polimorfismo +1188 A/C do gene 
IL-12B 1: Ladder 100pb; 2A: amostra 1 não-digerida; 2B: amostra 1 digerida (selvagem AA); 
3A: amostra 2 não-digerida; 3B: amostra 2 digerida (mutante homozigota CC) , 4A: amostra 3 
não-digerida; 4B: amostra 3 digerida (mutante heterozigota AC). 
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A distribuição das frequências genotípicas e alélicas do gene IL-12B entre os 

grupos investigados estão apresentados na tabela 2. Para o grupo dos casos, 100 

indivíduos (61,7 %) apresentaram o genótipo AA, 49 (30,2%) o AC e 13 (8,1%) o CC. 

Dos 76 indivíduos controles, 31 (40,8 %) apresentaram genótipo AA, 37 (48,7%) AC e 

8 (10,5%) CC. Analisando a susceptibilidade ao desenvolvimento de lesão cervical, 

pode-se verificar que há uma diferença significativa entre as distribuições genotípicas (p 

= 0,009) e alélicas (p = 0,0038) do grupo de casos e do grupo controle, sendo o alelo A 

mais frequente nos casos de lesões. Verificou-se também que as populações estavam no 

equilíbrio de Hardy–Weinberg (χ2 = 1,561).  

Após estratificação do grupo de pacientes com lesão cervical, as amostras 

apresentaram os seguintes genótipos: das 45 amostras NIC I, 20 (44,4%) apresentaram 

genótipo AA, 17 (37,8%) AC e 8 (17,8%) CC. Para as 108 amostras NIC II/III, 73 

(67,6%) tinham genótipo AA, 31 (28,7%) AC e 4 (3,7%) CC. Dos 9 casos  de câncer, 7 

(77,8%) apresentaram genótipo AA, 1 (11,1%) AC e 1 (11,1%) CC (Tabela 2). 

 
Tabela 2: Frequências genotípicas e alélicas do gene IL-12B (+1188 A/C) entre o grupo 
controle, os casos de NIC e os de câncer cervical. 
 

Genótipos Controle 
n = 76 (%) 

NIC I 
n = 45 (%) 

NIC II/III 
n = 108 (%) 

Câncer 
n = 9 (%) P value χ2 

AA 31 (40,8%)      20 (44,4) 73 (67,6) 7 (77,8) p1 = 0,009 1,561 
AC 37 (48,7%) 17 (37,8) 31 (28,7) 1 (11,1) p2 = 0,068  
CC 8 (10,5%) 8 (17,8) 4 (3,7) 1 (11,1) p3 = 0,0036  

 
Alelos       

A 99 (65,1%) 57 (63,3%) 177 (81,9%) 16 (88,8%) p1 = 0,0038 / OR= 0,5344  
C 53 (34,9%) 33 (36,7%) 39 (18,1%) 4 (22,2%) p2 = 0,2159 / OR= 0,468  
     p3 = 0,0010 / OR= 0,3819  

p1= Controle x NICI + NICII/III; p2 = Controle x Câncer; p3= NIC I x NIC II/III 

 

Além disso, quando analisada a progressão das lesões, ao serem comparados os 

casos de NIC I com os de NIC II/NIC III, nota-se participação mais expressiva do 

genótipo AA nos casos de NIC II/III (p = 0,0036). Quanto à frequência alélica, houve 

diferença significativa (p = 0,0010) ao se compararem os dois grupos, com maior 

frequência do alelo C nas amostras de lesão de baixo grau (36,7%) e menor nas de lesão 

de alto grau (18,1%). Contudo, quando as frequências alélicas foram analisadas em 

relação à susceptibilidade ao desenvolvimento de câncer cervical, este fato não foi 

observado (p = 0,2159).  
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DISCUSSÃO 

A literatura atual oferece grande variedade de evidências de que polimorfismos 

em genes de citocinas importantes no sistema imune podem funcionar como fator 

predisponente ao desenvolvimento de doenças de acordo com os níveis de expressão da 

interleucina gerados pelo polimorfismo [27-28]. No presente estudo, avaliou-se a 

distribuição dos polimorfismos funcionais nas posições +874 do primeiro intron do gene 

INF- e +1188 da região 3’-UTR do gene IL-12 por serem regiões bastante estudadas e 

haver divergências nos resultados de acordo com a população de estudo [29-30]. 

Em relação ao polimorfismo no gene INF-, notou-se que a maioria das 

populações estudadas possui o alelo mutante A. Neste sentido, nossos resultados 

corroboram com os de outras populações envolvendo também pacientes com e sem 

NIC, como a população de Curitiba [9], a do norte da Índia [29] e a Italiana Caucasiana 

[28], nos quais os genótipos mais encontrados são o AT, seguido pelo AA e só em 

seguida o TT. Na população sul-africana, no entanto, o genótipo AA foi o mais 

frequente, tanto nas pacientes (56,0%) quanto no grupo controle (64,0%) [30].  

Em nossos resultados, verificamos que não houve participação do polimorfismo 

na predisposição à lesão cervical, nem à progressão da lesão e desenvolvimento de 

câncer. Estes resultados corroboram com os obtidos por Govan et al. [30] que não 

encontraram associação entre o polimorfismo +874 T/A e a susceptibilidade ou 

resistência ao desenvolvimento do câncer em uma população sul-africana.  

Dentre outros estudos que avaliaram este polimorfismo com a susceptibilidade à 

outras doenças podemos destacar os realizados por Matos et al. [31] que relacionaram 

este polimorfismo à susceptibilidade a Leishmaniose Tegumentar Americana no Rio de 

Janeiro, e que também não observaram diferenças na distribuição genotípica entre os 

grupos caso e o controle, assim como, o estudo realizado por Tangwattanachuleeporn et 

al. [32] que não encontraram associação deste polimorfismo com o risco do 

desenvolvimento de Lupus Eritematoso Sistêmico em pacientes da Tailândia. 

O polimorfismo na região INF-+874 tem sido associado à susceptibilidade e/ou 

progressão a uma diversidade de doenças uma vez que o genótipo AA (mutante 

homozigoto) é o responsável pelos baixos níveis de expressão desta citocina, pois a 

sequência de DNA contendo o alelo T é o sítio específico de ligação para o fator de 

transcrição NF-kB, o qual transcreve o gene para produção da interleucina [19].  
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Von Linsingen et al. [9], apesar de não encontrarem diferença genotípica 

significativa do polimorfismo em questão entre os pacientes com NIC e o grupo 

controle, mostraram que o genótipo AA foi mais encontrado em pacientes com NIC II 

do que nos controles e sugeriram que este SNP pode favorecer a progressão da doença. 

Ainda neste mesmo raciocínio, Gangwar et al. [29] notaram que o genótipo AA e o 

alelo A estavam significativamente mais presentes no grupo de pacientes com NIC do 

que nos pacientes saudáveis. O mesmo foi observado por Yo et al. [23] estudando o 

risco à susceptibilidade à infecção intrauterina pelo vírus da hepatite B na China. Torres 

et al. [21], analisando pacientes com doença de Chagas na Colômbia, verificaram que o 

polimorfismo em questão pode estar envolvido na susceptibilidade ao desenvolvimento 

da doença, mas não em sua progressão. Amin et al. [33] observaram uma significativa 

associação entre o alelo A mutante e a ocorrência de tuberculose em uma população do 

Rio de Janeiro e de Goiás. 

Em relação à IL-12B, em nossa população estudada, o genótipo AA (selvagem) 

estava mais presente no grupo de pacientes (61,7%) com lesão cervical que no grupo 

controle (40,8%). Neste, o genótipo mais frequente foi o AC (48,7%). Através dos 

dados obtidos, sugerimos que o alelo mutante C confere proteção ao desenvolvimento 

de lesões cervicais e suas evoluções, já que este alelo, associado ao genótipo AC, esteve 

significativamente mais presente nos caso controle que nos casos de NIC (p = 0,0038). 

Além disso, o alelo selvagem A estava associado à progressão da lesão, pois estava 

mais presente nos casos de lesão cervical de alto grau (p = 0,0010). 

O polimorfismo no gene IL-12B está associado ao desenvolvimento de doenças 

em função da alteração dos níveis de produção da citocina causada pelo alelo mutante. 

Entretanto, o consenso sobre o aumento ou diminuição desta citocina quando da 

mutação é ainda controverso.  Apenas dois outros estudos associando o polimorfismo da 

região 3’UTR+1188A/C com o risco de desenvolvimento do câncer cervical foram 

realizados.  Porém, em ambos, não foi encontrada correlação entre este polimorfismo e 

o aumento do risco e características clinico - patológicas do câncer cervical em 

mulheres coreanas e chinesas. Nesses trabalhos, o gene IL-12B teve relação com a 

probabilidade de desenvolvimento de câncer quando associados a outros polimorfismos 

nesse mesmo gene [10,18].  

Porém, outros autores encontraram associação deste polimorfismo em questão 

com o desenvolvimento de outras doenças. Hoffmann et al. [34] verificaram que o alelo 

mutante C estava associado à ocorrência de infecção por Citomegalovírus em pacientes 



  

 

59

caucasianos. Este mesmo alelo também estava influenciando o desenvolvimento de 

cardiopatia Chagásica em pacientes da Colômbia [35], assim como associado à 

mortalidade cerebral nos casos de Malária em pacientes da Tanzânia [36]. Phawong et 

al. [37] verificaram que o polimorfismo na IL12-B diminui a susceptibilidade ao 

desenvolvimento de malária severa. Muller-Steinhardt [38] encontrou que, na população 

alemã estudada, portadores do alelo mutante C responderam mais eficientemente ao 

tratamento antiviral contra o vírus da hepatite C. 

Selvaraj et al. [39], através da técnica de ELISA, dosaram os níveis de IL-12p40 

em pacientes com tuberculose pulmonar e verificaram que eles estavam mais altos em 

amostras com o genótipo CC, comparado com outros genótipos. Outros pesquisadores, 

também encontraram associação do alelo +1188C 3´-UTR com o aumento da produção 

de IL12 não somente em carreadores da infecção crônica pelo vírus da hepatite C [38], 

mas também em doadores de sangue saudáveis [40]. O presente estudo pode estar de 

acordo com esses dados, já que o alelo C mutante parece conferir proteção ao 

desenvolvimento de lesão cervical pelo HPV, pois este alelo esteve significativamente 

mais presente em amostras do grupo controle. 

Entretanto, em estudos realizados por Marcos [27], em pacientes com hepatite 

alcoólica, o genótipo CC estaria associado à redução da expressão da IL-12. Esta 

diminuição nos níveis da citocina seria responsável por uma redução na resposta Th1 e 

um aumento do padrão Th2 da resposta imune, favorecendo assim o desenvolvimento 

das NICs [41-43], além da perda da atividade anti-tumoral da IL-12 [44]. 

Em vista de todas as contrariedades envolvendo polimorfismos de citocinas e o 

desenvolvimento de doenças, nota-se que as populações precisam ser avaliadas 

separadamente. Particularmente no caso de câncer cervical envolvendo o HPV, existe 

um grande número de variáveis para que a doença se desenvolva, dentre elas fatores 

étnicos, sócio-econômicos, biológicos e estilo de vida [30]. Dessa forma, quanto mais 

variáveis forem estudadas em uma mesma população, mais fácil se torna entender a 

influência dos fatores predisponentes para o desenvolvimento de câncer cervical e suas 

lesões precursoras. No presente estudo, verificamos que o polimorfismo +874 T/A no 

gene INF- não estava envolvido na predisposição ao desenvolvimento de lesões 

cervicais, enquanto o alelo mutante C, da região +1188 A/C do gene da IL-12, 

possivelmente confere proteção contra o desenvolvimento e progressão das lesões. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Baseado nos resultados obtidos na genotipagem das regiões +874 T/A do gene 

INF- e +1188 A/C do gene da IL-12 em amostras de pacientes com e sem lesões 

intraepiteliais cervicais em diferentes graus, podemos concluir que o polimorfismo do 

INF- não estava envolvido na predisposição ao desenvolvimento de lesões cervicais, 

enquanto o alelo mutante C, do gene IL-12, possivelmente confere proteção contra o 

desenvolvimento e progressão das lesões. 

Já que o câncer cervical é considerado uma doença multifatorial e várias são as 

causas que contribuem para a progressão das lesões, além de existirem muitas 

divergências em relação à associação de uma citocina particular com a susceptibilidade 

ao desenvolvimento de doenças, sugerimos que as populações sejam avaliadas de forma 

particular e que em cada uma, um perfil maior de citocinas seja estudado para um 

melhor entendimento da resposta imune no paciente. 
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7. ANEXO 
 

 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro 

de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco CEP/CCS/UFPE. 
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