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RESUMO

O cancer cervical, cuja principal causa € a infecgado persistente pelo Papilomavirus
Humano (HPV) de alto risco, permanece como um importante problema de saude
publica entre as mulheres. Entretanto, a progressao para lesdes precursoras e
cancer invasivo também pode envolver fatores genéticos do hospedeiro, incluindo
polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo do folato, como o gene
TYMS, responsavel por codificar a enzima Timidilato Sintase. O presente estudo
teve como objetivo analisar a associagdo dos SNPs IVS2-405 C>T (rs502396) e
Ex8+227 A>G (rs2790), no gene TYMS, com lesbes pré-neoplasicas cervicais. A
amostragem foi composta por 82 mulheres, distribuidas em grupo controle (n=28) e
grupo caso (n=54), sendo 21 com Células Escamosas Atipicas de Significado
Indeterminado (ASC-US), 13 com Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau
(LSIL) e 20 com Células Escamosas Atipicas em que nao se pode excluir lesao de
alto grau/Leséao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (ASC-H/HSIL). A deteccgao e
genotipagem do HPV foram realizadas por PCR-RFLP, e a genotipagem dos SNPs
do gene TYMS foi conduzida por PCR em tempo real utilizando sondas TagMan®.
As frequéncias genotipicas do polimorfismo rs502396 nao apresentaram o equilibrio
de Hardy—Weinberg e, por isso, as andlises de associagdo deste SNP com a
carcinogénese cervical ndo foram realizadas. Em relagdo ao SNP rs2790,
verificou-se maior frequéncia do alelo variante (G) em mulheres com lesdes cervicais
de alto grau (30,0%) quando comparadas ao grupo controle (17,9%), embora sem
significAncia estatistica. A distribuicdo genotipica e alélica do SNP rs2790 também
foi avaliada em relacdo a presenca da infeccdo por HPV. No entanto, ndo foram
observadas diferengas de acordo com a infecgao viral. Assim, esses resultados nao
confirmam associagdo entre os polimorfismos analisados e lesbes cervicais
pré-neoplasicas, mas sugerem a necessidade de estudos com maior poder
estatistico, incluindo casos de cancer cervical invasivo, para melhor esclarecer o
possivel papel do gene TYMS na carcinogénese cervical.

Palavras-chave: cancer cervical, HPV, polimorfismos, timidilato sintase, rs2790.



ABSTRACT

Cervical cancer, whose primary cause is persistent infection with high-risk Human
Papillomavirus (HPV), remains a significant public health problem among women.
However, progression to precursor lesions and invasive cancer may also involve host
genetic factors, including polymorphisms in genes related to folate metabolism, such
as the TYMS gene, which encodes the enzyme thymidylate synthase. The present
study aimed to analyze the association between the TYMS SNPs IVS2-405 C>T
(rs502396) and Ex8+227 A>G (rs2790) and pre-neoplastic cervical lesions.The
sample comprised 82 women, distributed into a control group (n=28) and a case
group (n=54), including 21 women with Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance (ASC-US), 13 with Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL),
and 20 with Atypical Squamous Cells — cannot exclude High-Grade Squamous
Intraepithelial Lesion/High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (ASC-H/HSIL).
HPV detection and genotyping were performed by PCR-RFLP, and SNP genotyping
was carried out using real-time PCR with TagMan® probes.Genotype frequencies of
the rs502396 polymorphism were not in Hardy—Weinberg equilibrium; therefore,
association analyses for this SNP were not performed. Regarding rs2790, a higher
frequency of the variant allele (G) was observed in women with high-grade cervical
lesions (30.0%) compared to the control group (17.9%), although without statistical
significance. The genotypic and allelic distribution of rs2790 was also evaluated
according to HPV infection status; however, no differences were observed in relation
to viral infection. These findings do not confirm an association between the analyzed
polymorphisms and pre-neoplastic cervical lesions. Nevertheless, they suggest the
need for studies with greater statistical power, including cases of invasive cervical
cancer, to better elucidate the possible role of the TYMS gene in cervical
carcinogenesis.

Keywords: cervical cancer; HPV; polymorphisms; thymidylate synthase; rs2790.
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1. INTRODUGAO

O céancer cervical, também denominado cancer do colo do utero, constitui um
importante problema de saude publica em ambito global, figurando como o quarto
tipo de cancer mais frequente entre mulheres no mundo (BRAY et al., 2024). Apesar
dos avangos nas estratégias de prevencgao, diagnostico e tratamento, a doenga
ainda é responsavel por mais de 300 mil 6bitos anuais, com maior impacto em
regidbes menos desenvolvidas, onde limitagdbes no acesso aos servigos de saude
contribuem significativamente para a elevada incidéncia e mortalidade (ARBYN et
al., 2020; GABRIELLI et al., 2018; SINGH et al., 2023; WU et al., 2025).

No Brasil, o cancer do colo do utero ocupa o terceiro lugar entre os canceres
mais incidentes em mulheres e também a terceira posigao entre as causas de morte
por cancer na populacado feminina. Sua ocorréncia apresenta importantes variagoes
regionais, associadas a desigualdades socioeconémicas e de acesso aos servigos
de saude. A doenca € a segunda mais incidente nas regides Norte e Nordeste,
enquanto ocupa posicdes menores nas demais regides do pais. As taxas de
incidéncia variam, por exemplo, de 20,5 casos por 100 mil mulheres no Norte para
cerca de 12,9 no Sudeste, evidenciando disparidades regionais. Estudos indicam a
manutengdo de Obitos pela doenga ao longo dos anos, com marcantes
desigualdades regionais, associadas principalmente a diferengcas no acesso ao
rastreamento, diagndstico precoce e tratamento oportuno. Essas desigualdades
refletem limitagdes estruturais dos servigos de saude e barreiras socioeconémicas
que impactam diretamente os desfechos clinicos da doenca. Nesse contexto,
evidencia-se a necessidade de fortalecimento das estratégias de prevencédo e
controle no pais, especialmente em regides mais vulneraveis (FERRARI et al., 2025;
GO et al., 2026; PETERSEN et al., 2022).

O cancer cervical é considerado uma doencga potencialmente prevenivel e
controlavel, uma vez que sua etiologia esta bem estabelecida (XU et al., 2025). A
identificacdo de que os tipos de alto risco oncogénico do Papilomavirus Humano
(hrHPV) sao responsaveis por quase 100% dos casos de cancer cervical invasivo
representou um marco decisivo na compreensdo da patogénese da doenga
(KUSAKABE et al.,, 2023; OKUNADE, 2020; SCHIFFMAN et al., 2007; ZUR
HAUSEN, 2002).
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A infeccdo pelo HPV é extremamente comum, especialmente em mulheres
jovens durante a primeira década de vida sexual. No entanto, a persisténcia da
infeccao, e ndo sua aquisi¢ao inicial, € o fator determinante para o desenvolvimento
de lesbes pré-neoplasicas e, eventualmente, do cancer invasivo. Esse processo de
progressao pode se estender por anos ou até décadas, com maior risco entre os 35
e 55 anos de idade (SCHIFFMAN et al., 2007).

As vacinas profilaticas contra o HPV sao uma das principais ferramentas na
prevencdo do cancer cervical (GRAVITT, 2011). No entanto, embora estratégias
como vacinagao e rastreamento tenham demonstrado eficacia no combate a esta
neoplasia, o acesso desigual a essas medidas faz com que muitas mulheres ainda

permaneg¢am vulneraveis a doenca (FRANCOEUR et al., 2025).

Apesar do papel central do HPV na carcinogénese cervical, a infec¢ao viral
isoladamente ndo é suficiente para a progressdo tumoral, sendo necessaria a
interagdo com outros cofatores ambientais, comportamentais, nutricionais e
genéticos. Entre os fatores ambientais, destacam-se idade, tabagismo, etilismo,
idade da primeira relacdo sexual e numero de parceiros sexuais. No ambito
nutricional, o folato (vitamina B9) e outras vitaminas do complexo B exercem papel
fundamental na metilagdo do DNA e RNA, bem como na sintese de nucleotideos,
processos essenciais para a estabilidade genémica (DUTHIE, 2011; SILVA et al.,
2020b).

Adicionalmente, fatores genéticos tém sido amplamente investigados como
moduladores da susceptibilidade ao cancer cervical. Polimorfismos em genes
envolvidos no metabolismo do folato podem alterar a atividade enzimatica e
influenciar a resposta celular ao dano genético. No entanto, os resultados desses
estudos ainda s&o controversos, em grande parte devido a diferengas étnicas,
metodoldgicas e a interacdo com outros fatores de risco (GONG et al.,, 2018;
KARIMI-ZARCHI et al., 2019; SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2022; TONG et al.,
2011).

Nesse contexto, a timidilato sintetase (TS), enzima codificada pelo gene
TYMS, destaca-se por sua atuacido central no metabolismo do folato, catalisando a

conversdo de desoxiuridina monofosfato (dUMP) em desoxitimidina monofosfato
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(dTMP), etapa essencial para a sintese, replicagao e reparo do DNA (COSTI et al.,
2005). A superexpressao da TS e de seu RNA mensageiro tem sido associada a pior
prognostico em diversos tipos de cancer, incluindo mama, estbmago e ovario
(KELEMEN et al., 2018; WANG et al., 2011; YANG et al. 2012).

A expressdo da TS é regulada por mecanismos moleculares complexos,
incluindo vias relacionadas ao controle do ciclo celular, como a interacdo entre a
proteina do retinoblastoma (pRb) e o fator de transcricdo E2F, de modo que
alteracbes nessas vias podem impactar diretamente a proliferagdo celular e a
progressao tumoral (RAHMAN et al.,, 2004). Polimorfismos funcionais no gene
TYMS, como a variacdo no numero de repeticdes em tandem de 28 pares de bases
na regiao 5' nao traduzida (TSER) e o polimorfismo de deleg¢ao/inser¢cao de 6 pares
de bases na regiao 3'UTR (TS3'UTR), influenciam a expressdao génica e a
estabilidade do mRNA, podendo modificar a atividade da enzima (KIM et al., 2023;
SILVA et al., 2022; SHI et al., 2005)

Estudos prévios demonstraram associagao dessas variagdes genéticas com
diferentes neoplasias, como cancer gastroesofagico, colorretal e de mama, com
resultados promissores. No contexto do cancer cervical, investigagdes conduzidas
pelo nosso grupo identificaram maior persisténcia de alteragcbes citopatologicas
cervicais associada ao polimorfismo TS3'UTR, reforgcando a relevancia desse gene
na historia natural da doencga (SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2022).

Além disso, outros polimorfismos no gene TYMS tém sido explorados como
potenciais moduladores do risco carcinogénico e da resposta terapéutica. O
polimorfismo 1IVS2-405 C>T (rs502396) foi associado a modificagdo do risco em
diferentes tipos de cancer, sugerindo possivel efeito protetor em determinados
contextos (MOORE et al, 2007). J&a o polimorfismo Ex8+227 A>G (rs2790),
localizado na regido 3'UTR do gene, apresenta variagdes de frequéncia entre
populagdes e tem sido relacionado a instabilidade gendmica, embora os resultados
ainda sejam inconclusivos e dependentes de fatores étnicos e ambientais (JEON et
al., 2021; XIAO et al., 2024; YU et al., 2024).

Dessa forma, o aprofundamento do estudo sobre polimorfismos no gene

TYMS torna-se fundamental para compreender seu papel na carcinogénese cervical,
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bem como para subsidiar o desenvolvimento de biomarcadores genéticos aplicaveis
ao rastreamento, a definicdo progndstica e a individualizagdo do tratamento de

mulheres com alteragdes pré-neoplasicas e cancer cervical.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER CERVICAL E HPV

O cancer cervical permanece como um dos principais problemas de saude
publica entre as mulheres, especialmente em paises de baixa e média renda, apesar
dos avancos em prevencao e rastreamento. Estima-se que, em 2022, ocorreram
cerca de 660 mil novos casos globalmente. A distribuicdo da doenca é
marcadamente desigual, concentrando-se principalmente em regies da Africa
Subsaariana, Sudeste Asiatico e América Latina, onde o acesso ao rastreamento e a
vacinagdo contra o HPV ainda é limitado. Por outro lado, paises de alta renda
apresentam queda consistente da incidéncia devido a vacinagcédo e rastreamento
eficazes (BRAY et al., 2024; WU et al., 2025; XU et al., 2025).

A historia natural da infecgdo mostra que cerca de 90% das infecgbes por
HPV séo eliminadas espontaneamente pelo organismo em 1 a 2 anos, enquanto
aproximadamente 10% persistem e podem evoluir para lesdes precursoras e, em
alguns casos, carcinoma invasivo. Estudos moleculares recentes consolidam a
compreensao de que a persisténcia viral, mais do que a infecgao inicial, é o principal
determinante da progressao para neoplasia cervical (SCHIFFMAN et al., 2007; XU et
al., 2025).

2.1.2 Alteragoes pré-neoplasicas na cérvice uterina (ASC-US, LSIL, ASC-H e
HSIL): diagnésticos e evolugao natural

As alteracdes citoldgicas cervicais sdo classificadas pelo sistema Bethesda
de acordo com seu potencial de progressao, padronizando a terminologia utilizada
na citopatologia cervical em Células Escamosas Atipicas de Significado
Indeterminado (ASC-US), Leséo Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL), Células
Escamosas Atipicas - Nao se pode descartar lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau (ASC-H), Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) (BURD, 2003;
SCHIFFMAN et al., 2007; SCHIFFMAN et al., 2011).

As alteracdes epiteliais classificadas como ASC-US refere-se a alteragdes
citopatoldgicas discretas e inespecificas, com baixo poder preditivo para lesdes de
alto grau, frequentemente associadas a infecgbes transitorias por HPV. A taxa de

regressdo espontanea é elevada, especialmente em mulheres jovens. LSIL
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corresponde a alteragdes leves e geralmente reflete infecgdo produtiva pelo HPV,
também possui alto potencial de regressao. Por outro lado, as lesées associadas a
infeccao persistente hrHPV, sao classificadas como HSIL e representam risco
elevado de progressédo para neoplasia cervical invasiva caso nao tratada. Ainda,
ASC-H classifica as atipias mais significativas, nas quais néo é possivel excluir lesdo
de alto grau e exige investigagao imediata por colposcopia devido ao maior risco de
HSIL (SILVA, 2019)

A progressédo das lesdes cervicais € um processo complexo e multifatorial,
determinado principalmente pela persisténcia dos tipos de hrHPV e pela interagao
desse agente infeccioso com diversos cofatores relacionados ao hospedeiro.
Embora a infecgao pelo HPV seja comum, apenas uma parcela reduzida das lesées
precursoras evolui para estagios mais graves, o que evidencia que a simples
presenga do virus nao é suficiente para desencadear a carcinogénese, necessitando
também da resposta imunolégica individual e de fatores ambientais e genéticos.
(GRAVITT, 2011; SCHIFFMAN et al., 2007; YUAN et al.,, 2021; ZUR HAUSEN,
2002).

2.1.3 O papel do HPV e outros cofatores na etiologia das lesées na cérvice
uterina

A infecgao persistente por HPV de alto risco constitui o elemento central da
carcinogénese cervical. Entre os mais de 200 gendtipos de HPV descritos, 13 séo
classificados como oncogénicos, com destaque para os tipos 16 e 18, responsaveis
por mais de 70% dos casos de cancer cervical no mundo (BRAY et al., 2024; BURD,
2003; SCHIFFMAN et al., 2007; ZUR HAUSEN, 2002).

A progressao da infeccao pelo HPV para lesdes precursoras e carcinoma
invasivo envolve a integragdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, a
instabilidade gendmica e reprogramacao epigenética, além de cofatores
comportamentais, ambientais e genéticos, mecanismos inflamatorios e
microambiente tumoral (SAHASRABUDDHE, 2024; XU, et al., 2025; YANG et al.,
2020).

A integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro é amplamente
reconhecida como um evento-chave na carcinogénese cervical, estando presente na

maioria dos casos de carcinoma cervical invasivo. Esse processo promove intensa
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instabilidade gendémica e leva a desregulacdo de multiplos genes celulares
envolvidos no controle do ciclo celular e na manutengao da integridade do DNA. A
integracdo costuma provocar a ruptura ou interrupgdo do gene viral E2, que
normalmente atua como regulador negativo da expressdo dos oncogenes virais.
Quando esse gene € perdido ou inativado, ocorre hiperexpressao de E6 e E7, dois
oncogenes centrais para o processo de transformagédo maligna. A oncoproteina E6
promove a degradacdo da proteina supressora tumoral p53, enquanto E7 inativa a
pRb, resultando em perda do controle da proliferagao celular, acimulo de danos no
DNA e maior propensédo a progressao neoplasica. Dessa forma, a integragao viral
nao apenas marca um ponto critico na evolucao das lesbes associadas ao HPV, mas
também estabelece o ambiente molecular necessario para a transformacao celular

continua e o desenvolvimento do carcinoma invasivo (XU et al., 2025).

A instabilidade gendbmica e a reprogramagdo epigenética constituem
consequéncias centrais da integracdo do HPV ao genoma da célula hospedeira,
contribuindo intensamente para a progressao tumoral. A integragcado viral pode
desencadear reorganizagbes cromossOmicas complexas, resultando em quebras,
fusdes e rearranjos estruturais que desestabilizam a arquitetura gendémica. Esse
processo também pode alterar a organizagdo dos dominios topologicamente
associados (TADs), repercutindo na regulagao tridimensional da cromatina e
impactando padrbes de expressdo génica essenciais para o controle celular.
Estudos como o de Xu et al. demonstram que a integracdo frequentemente ocorre
em areas altamente ativas da cromatina que coordenam redes regulatorias criticas.
Quando essas regides sao perturbadas, ocorre uma profunda desregulagéo
transcricional, com ativacdo de promotores celulares capazes de intensificar a

expresséo viral e favorecer a manutengéo da infeccéo (XU et al., 2025).

Além disso, a integragao pode levar a amplificacdo de oncogenes celulares,
como MYC, ERBB2 e HMGAZ2, que colaboram diretamente para a proliferagao
descontrolada e a sobrevivéncia celular. Paralelamente, instala-se um processo de
reprogramacgao epigenética, frequentemente marcado por hipermetilagdo de genes
supressores tumorais, reduzindo sua atividade protetora e ampliando a
vulnerabilidade da célula a alteragdes malignas. Assim, a combinagédo entre

reorganizagao cromossomica, alteragcdes epigenéticas e modulagao de elementos
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regulatorios de alta atividade cria um ambiente gendmico altamente propenso a
transformacao celular e a progresséo do cancer cervical associado ao HPV (XU et
al., 2025).

Os cofatores comportamentais e ambientais também desempenham papel
determinante na modulagéo do risco de progresséo das lesdes associadas ao HPV,
refletindo a natureza multifatorial da carcinogénese cervical. Entre esses fatores,
destacam-se o tabagismo, que contribui para danos oxidativos ao epitélio cervical e
compromete a imunidade local; a imunossupressao, seja por condigdes clinicas ou
uso de imunossupressores, que reduz a capacidade do hospedeiro de eliminar o
HPV; e a multiparidade, relacionada a alteragbes hormonais e mecanicas que
favorecem o ambiente permissivo a persisténcia viral. O uso prolongado de
contraceptivos hormonais também tem sido associado a progressao das lesoes,
possivelmente por influenciar a expressao de genes virais e a dindmica proliferativa
do epitélio cervical. Além disso, coinfecgdes genitais, como pela Chlamydia
trachomatis e pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), podem amplificar o
processo inflamatério e facilitar a integracdo viral. Além disso, fatores
comportamentais, como multiplos parceiros sexuais, ampliam a exposi¢ao ao HPV e
outros patodgenos, contribuindo indiretamente para a persisténcia viral (YANG et al.,

2020).

A predisposigao genética emerge como um componente central, influenciando
a resposta imunologica e a suscetibilidade individual. O estudo de Yang et al. (2020)
identificou assinaturas de expressao génica associadas ao microambiente imune e a
progressao tumoral, reforgando que caracteristicas intrinsecas do hospedeiro
moldam o curso da infecgao e o potencial de malignizacado. Dessa forma, a interacao
entre habitos de vida, condigbes bioldgicas e o perfil genético do individuo cria um
conjunto de influéncias que, quando somadas a presenga do hrHPV, aumentam
significativamente o risco de evolugdo para lesbes de maior gravidade e cancer
cervical invasivo (YANG et al., 2020).

Os mecanismos inflamatérios e as alteracbes do microambiente tumoral
desempenham papel central na sustentacdo da persisténcia do HPV e na
progressao das lesdes cervicais. A infecgao persistente por hrHPV induz um estado

de inflamacéao crénica de baixa intensidade, caracterizado por liberagao continua de
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citocinas pro-inflamatérias, remodelagdo tecidual e recrutamento de células
imunoldgicas muitas vezes disfuncionais. Esse microambiente inflamatdério, longe de
eliminar o virus, pode favorecer a manutencado da infeccédo e criar condigdes que
promovem instabilidade gendmica e proliferagdo celular (GRAVITT, 2011; YUAN et
al., 2021; XU et al., 2025; ZUR HAUSEN, 2002).

Tanto alteragdes metabdlicas quanto imunolégicas sao determinantes para a
evasao da resposta imune pelo HPV nas fases iniciais da carcinogénese. O virus
modifica vias metabdlicas da célula hospedeira para sustentar sua propria replicagao
e, simultaneamente, interfere na apresentagédo de antigenos e na ativagédo de células
T, reduzindo a efetividade da resposta imune adaptativa. Além disso, o
microambiente tumoral em formacdo tende a favorecer um perfil imunolégico
tolerogénico, com aumento de células imunes reguladoras e redugdo de
mecanismos efetores de eliminagéo viral (ASHRAFI et al., 2025; GORE et al., 2025).

Assim, a combinacgao entre inflamacéao persistente, remodelagcao metabdlica e
imunossupressado local cria um ambiente propicio para que o HPV escape do
controle imunoldgico, estabeleca infeccao de longa duragcdo e favoregca o
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas, consolidando seu papel
na carcinogénese cervical. (GRAVITT, 2011; SAHASRABUDDHE, 2024; XU et al.,
2025; YUAN et al., 2021).

2.2 COFATORES GENETICOS E POLIMORFISMOS NO GENE TYMS

Os genes associados a susceptibilidade ao cancer cervical desempenham
papel fundamental na modulagdo da resposta do hospedeiro frente a infec¢ao pelo
HPV e na determinagdo do risco de progressao das lesdes. Diversas pesquisas
demonstram que variantes genéticas influenciam desde a capacidade inicial de
eliminar o virus até a propensao ao desenvolvimento de lesdes precursoras e
tumores invasivos. Entre os principais grupos génicos envolvidos, destacam-se
aqueles relacionados ao metabolismo do folato, que afetam a metilagdo do DNA e a
sintese nucleotidica, impactando diretamente a estabilidade genémica. Da mesma
forma, genes envolvidos no reparo do DNA, como XRCC1, BRCA1 e CHEK1, tém

papel essencial na correcdo de danos induzidos pela persisténcia viral; variantes
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que reduzem sua eficiéncia podem facilitar a progresséo neoplasica (BAHRAMI et
al., 2018; CHOI; MASON, 2000; DUTHIE, 2011; SILVA et al., 2022; XU et al., 2025).

Os genes relacionados a resposta imune e aqueles ligados a proliferagao
celular, como RPS19 e TYMS, também apresentam forte evidéncia de associagao
com maior susceptibilidade a infecgao persistente e a carcinogénese. O estudo de
Famooto et al. (2013) demonstrou que SNPs nestes genes foram associados a
maior prevaléncia de hrHPV em mulheres africanas, sugerindo que tais variantes
podem influenciar tanto a suscetibilidade inicial a infeccdo quanto a manutencao da
persisténcia viral. De forma complementar, Reza et al. (2022) identificaram TYMS
como um gene central de regulagdo na carcinogénese cervical, juntamente com
CDK1, TOP2A, MKI67 e BRCA1, reforcando seu papel central em processos

proliferativos e no avango das lesdes.

2.2.1 Localizagao e regulagao do gene TYMS

O gene TYMS, localizado no cromossomo 18p11.32, apresenta um sistema
complexo de regulacdo pos-transcricional, no qual a propria enzima TS interage
diretamente com o0 mRNA que a codifica, modulando sua estabilidade e eficiéncia de
tradugdo. Esse mecanismo de autorregulacdo garante o equilibrio fino entre
demanda celular por nucleotideos e producdo enzimatica, especialmente em
contextos de intensa proliferacdo (COSTI et al., 2005; MANDOLA et al., 2004,
ULRICH et al., 2000).

A expressdao de TYMS é influenciada por multiplos fatores biologicos. A
disponibilidade de folato desempenha papel central, pois afeta diretamente o fluxo
metabdlico da via do folato e, consequentemente, a atividade da enzima TS. Além
disso, condigdes de estresse replicativo ou dano ao DNA podem aumentar a
necessidade de sintese de nucleotideos, modulando a expressdo do gene.
Oncogenes celulares envolvidos na aceleragao do ciclo celular também podem
intensificar sua transcricdo, conectando TYMS as vias de proliferagcdo excessiva
observadas em tumores (CHOI; MASON, 2000; COSTI et al., 2005; DUTHIE, 2011;
KUMAR et al., 2022; SEN; KARATI, 2024).
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2.2.2. Funcgao biolégica da enzima Timidilato Sintetase (TS)

A enzima TS, codificada pelo gene TYMS, é uma enzima indispensavel para
a sintese de DNA e ocupa posi¢ao central no metabolismo dos nucleotideos. Sua
principal fungéo é catalisar a conversdo de dUMP em dTMP, etapa obrigatéria para a
producdo de timidina, um dos blocos estruturais essenciais para a replicacido do
DNA. Esse processo depende diretamente da acdo integrada da via do folato, uma
vez que a TS utiliza derivados folatos como doadores de grupos metil,
conectando-se ao ciclo do acido félico e influenciando a disponibilidade de
nucleotideos para sintese celular (CARRERAS; SANTI, 1995; CHOI; MASON, 2000;
COSTl et al., 2005; STOVER, 2009).

FIGURA 1: Metabolismo do folato
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MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; CBS: cistationina B-sintase; DHF: dihidrofolato; GNMT:
glicina N-metiltransferase; MS: metionina sintase; SAdoHci: S-adenosilhomocisteina; SAdoMet:
S-adenosilmetionina; SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetrahidrofolato; TS: timidilato
sintase. Em vermelho: enzimas cujos polimorfismos genéticos foram avaliados neste estudo. Fonte:
SILVA et al., 2019

Do ponto de vista biolégico, a TS desempenha fung¢des cruciais que incluem a
sintese de novo de pirimidinas, a replicacdo celular, o reparo do DNA e a
manutengdo da estabilidade gendmica. Por integrar vias metabdlicas essenciais
para a divisdo celular, sua expressao é fortemente regulada e frequentemente

utilizada como marcador de proliferagdo. Em diversos tipos de cancer, observa-se
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aumento significativo na expressdo da TS (BAHRAMI et al., 2018; CARRERAS;
SANTI, 1995; COSTI et al., 2005; LONGLEY et al., 2003).

De acordo com Lida et al. (2014), a superexpressdao da enzima TS esta
associada a maior agressividade tumoral, maior taxa de proliferacdo e pior
progndéstico em pacientes com cancer cervical, reforgcando seu valor como possivel
biomarcador clinico. Estudos mais recentes, como o de Qiu et al. (2020), confirmam
que a TS esta entre os genes diferencialmente expressos em tumores cervicais
avancgados, sugerindo sua participagdo relevante na progressdo neoplasica e
destacando seu potencial como alvo terapéutico e marcador progndstico. Assim, a
TS nao apenas assume papel central no metabolismo dos nucleotideos, mas
também se configura como componente-chave na compreensao da carcinogénese

cervical mediada pelo HPV.

2.2.3 Polimorfismos no gene TYMS e seus efeitos funcionais

Um dos componentes mais relevantes para a variagcdo interindividual na
expresséo da TS é a presencga de polimorfismos funcionais nas regides regulatorias
5'UTR e 3'UTR do gene. Essas variantes podem alterar a estrutura secundaria do
MRNA, influenciando sua estabilidade, eficiéncia traducional e, portanto, os niveis
finais da enzima. Assim, a combinagdo entre mecanismos intrinsecos de
autorregulagao, disponibilidade metabdlica e variagdes genéticas faz do gene TYMS
um elemento altamente dinadmico e biologicamente sensivel, com implica¢des diretas
na sintese de DNA, na resposta ao estresse celular e na carcinogénese (BAHRAMI
et al., 2018; FERNANDEZ-CONTRERAS et al., 2009; MANDOLA et al., 2004;
STOVER, 2009).

Os polimorfismos funcionais do gene TYMS tém sido estudados devido ao
seu impacto direto na expressédo da TS e na estabilidade do mRNA, influenciando a
sintese de DNA e a susceptibilidade a persisténcia da infecgéo pelo HPV. Entre os
principais, destaca-se o polimorfismo TSER (rs34743033), que consiste na repeticdo
em tandem de 28 pb na 5'UTR, presente principalmente nas variantes 2R e 3R.
Essas repeticdes modulam a eficiéncia transcricional: a variante 3R esta associada a

maior expressao da TS, enquanto a variante 2R resulta em menor produgao
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enzimatica, alterando a dindmica do metabolismo de folato e o equilibrio proliferativo
celular (FAMOOTO, 2013; REZA, 2022; SILVA, 2020).

Outro polimorfismo relevante é a delecao/insercdo de 6 pb na regido 3'UTR
do gene TYMS (rs16430), que interfere diretamente na estabilidade do mRNA. Em
estudo conduzido em pacientes atendidas em Minas Gerais, observou-se que o
gendtipo del/del aumentou em até 6,5 vezes o risco de persisténcia de alteragdes
citopatologicas, reforcando seu papel biolégico na evolugcdo de lesbes
pré-neoplasicas (SILVA, 2020). Além disso, outros SNPs no gene TYMS, como o
rs2342700, foram associados a maior prevaléncia de HPV de alto risco em mulheres
africanas, sugerindo que diferentes variantes podem modular a susceptibilidade

inicial e a manutengao da infecgao persistente (FAMOOTO, 2013)

Polimorfismos adicionais no gene TYMS, além das variantes classicas
regulatorias, tém sido investigados como potenciais moduladores do risco
carcinogénico e da resposta terapéutica. O polimorfismo 1IVS2-405 C>T (rs502396),
localizado em regiao intrénica, tem sido associado a alteragcdes na susceptibilidade a
diferentes tipos de cancer, possivelmente por influenciar processos de splicing ou
regulacdo da expressao génica, embora os resultados ainda sejam inconsistentes
entre populagdes (MOORE et al., 2007). Ja o polimorfismo Ex8+227 A>G (rs2790),
situado na regiao 3'UTR do gene, pode impactar a estabilidade do mRNA e a
eficiéncia translacional, sendo descrito com frequéncias variaveis entre grupos
étnicos e potencial relacdo com instabilidade genémica e progressao tumoral (XIAO
et al., 2024; YAN et al., 2018; ZHANG et al., 2021). Estudos mais recentes também
sugerem que essas variantes podem influenciar a resposta a agentes
quimioterapicos antifolato e fluoropirimidinicos, reforcando a importancia da
farmacogendmica no manejo oncoldgico, embora ainda sejam necessarios estudos
adicionais para esclarecer plenamente seus mecanismos funcionais e relevancia
clinica (JEON et al., 2021; XIAO et al., 2024; YU et al., 2024).

Evidéncias moleculares mais recentes reforcam a importancia de TYMS no
contexto tumoral. Analises integrativas de expressdo génica classificaram TYMS
como um dos genes centrais de regulacdo da carcinogénese cervical, com

participacdo em vias criticas de proliferagao celular, reparo do DNA e manutengao
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da estabilidade gendmica, destacando seu valor como potencial biomarcador e alvo
terapéutico (REZA, 2022)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagao dos polimorfismos IVS2-405 C>T e Ex8+227 A>G no gene

TYMS com as lesdes pré-neoplasicas da cérvice uterina.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a frequéncia dos polimorfismos IVS2-405 C>T (rs502396) e Ex8+
227 A>G (rs2790) no gene TYMS;

e Determinar a associacdo de infeccao por HPV e do desenvolvimento de
lesdes cervicais pré-neoplasicas de acordo com os polimorfismos no gene
TYMS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo e obtencao das amostras

Trata-se de um estudo observacional de delineamento transversal, no qual
as amostras analisadas foram coletadas previamente para a elaboracdo da tese
intitulada “Cofatores genéticos e nutricionais associados as lesdes pré-neoplasicas
da cérvice uterina” (Silva, 2019). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da UFOP (CAAE 57187316.7.0000.5150, Anexo 1).

As participantes foram selecionadas no banco de dados do setor de
Citologia do Laboratério de Andlises Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmacia da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), no Centro Estadual de Atencéao
Especializada (CEAE) de lItabirito, Minas Gerais, e nos ambulatorios de Patologia do
Trato Genital Inferior do Hospital Maternidade Odete Valadares e do Hospital da
Baleia, localizados em Belo Horizonte, Minas Gerais. Os critérios de excluséo
utilizados foram: gestante/parto recente (periodo menor que 6 meses), histérico
clinico de neoplasia e presenga de atipias cervicais em células glandulares.

Dados sociodemograficos e comportamentais foram obtidos através de
entrevista. As amostras cervicais foram coletadas por enfermeiros ou médicos das
equipes de saude. Durante a consulta ginecoldgica, foram realizados raspados da
ecto e endoceérvice, com o auxilio de escova cilindrica. Apés a confec¢ao da lamina
para analise citologica, a escova foi colocada em microtubos contendo tamp&o
fosfato-salino (PBS). Todas as amostras foram armazenadas a -20°C até a extragao
do DNA.

As analises citopatologicas deste trabalho foram realizadas pelo setor de
citologia do LAPAC. A coloragéo das laminas foi conduzida conforme o método de
Papanicolaou, e a avaliagao citomorfoldégica foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology,
amplamente utilizado para padronizagdo dos diagnosticos citoldgicos cervicais
(NAYAR; WILBUR, 2017). Todas as léaminas foram analisadas por dois citologistas
independentes e, nos casos de discordancia diagndstica, procedeu-se a avaliagao

por um terceiro profissional. A terminologia diagnéstica adotada seguiu a
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Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatoldgicos preconizada pelo Instituto
Nacional de Cancer (INCA) (2012).

4.2 Extragao de DNA, deteccao e genotipagem de HPV

A extracdao de DNA das amostras cervicais foi realizada com o Kit illustra
blood genomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare), conforme recomendagdes do
fabricante.

A deteccdo do HPV foi realizada por PCR convencional utilizando o par de
iniciadores MYO09 (CGTCCCAGGGGATACTGATC) E MY 11
(GCCCAGGGTCATAAATGG) (Invitrogen) (GRAVITT et al., 2000). Naquelas
amostras em que a infecgdo viral foi detectada por PCR (MY09/MY11), a
genotipagem do HPV foi realizada por digestdo enzimatica (RFLP), como descrito
por Miranda e colaboradores (2013).

Por outro lado, aquelas amostras em que a infeccao por HPV nao foi
detectada por PCR (MY09/MY11), foram amplificadas por PCR utilizando os
iniciadores GP5+ (TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC) e GP6+
(GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC) (Integrated DNA Technologies - IDT)
(JACOBS et al., 1997), como descrito por Silva e colaboradores (2020a).

4.3 Avaliagao das alteracoes genéticas no gene TYMS

Para a analise dos polimorfismos no gene TYMS foi utilizado o DNA extraido
das amostras cervicais, conforme descrito no item anterior. A quantificacdo e a
avaliacao da pureza do DNA foram realizadas por espectrofotometria (NanoDrop™,
Thermo Fisher) considerando-se adequadas as amostras que apresentaram razao
A260/280 entre 1,8 e 2,0 para os ensaios de genotipagem. A identificagdo dos
polimorfismos 1VS2-405 C>T (rs502396) e Ex8+227 A>G (rs2790)foi realizada
utilizando a técnica de PCR em tempo real com sondas TagMan® (Thermo Fisher).
As reacOes foram preparadas em volume final de 10,0 pL, contendo 5,0 pL de
TagMan™ Genotyping Master Mix (2x), 0,5 pL do ensaio especifico (TagMan™ SNP
Genotyping Assay, 20x), 4,5uL de DNA gendmico (=10 ng/uL).



27

As amplificagdes foram conduzidas no equipamento QuantStudio 3™
(Thermo Fisher Scientific), seguindo o seguinte programa térmico: ativagao inicial a
95 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15
segundos e anelamento/extensao a 60 °C por 1 minuto.

A discriminagdo alélica foi realizada automaticamente pelo software
QuantStudio™ Design & Analysis Software, que gera graficos de dispersao
baseados na fluorescéncia emitida pelas sondas marcadas com FAM e VIC,

correspondentes a cada alelo analisado (Tabela 1).

TABELA 1: Discriminagao alélica obtida por TagMan® para os polimorfismos genéticos no gene
TYMS

Genétipos
Polimorfismos Alelos Nao polimérfico Heterozigoto Polimérfico
IVS2-405 C>T (rs502396) VIC (C/C) FAM + VIC (C/T) FAM (T/T)
Ex8+227 A>G (rs2790) VIC (A/A) FAM + VIC (A/G) FAM (G/G)

Obs.: VIC = fluorescéncia do alelo 1; FAM = fluorescéncia do alelo 2. A definicdo dos gendtipos foi

realizada a partir do Allelic Discrimination Plot gerado no QuantStudio™ Design & Analysis Software.

4.4 Analises Estatisticas
Os dados foram tabulados utilizando-se o Microsoft Office Excel TM (Microsoft,
Redmond, Washington, USA) e analisados pelo software Statistical Package for the
Social SciencesTM 17.0 (SPSS, International Business Machines, New York, USA).
Estatistica descritiva foi realizada para analise da frequéncia da infecgdo pelo
HPV, das alterag¢des citopatoldgicas e dos gendtipos na populagdo de estudo. Por

outro lado, as frequéncias alélicas foram calculadas através das seguintes formulas:

f Alelo n&o polimérfico — f Gendtipo ndo polimérfico T (0,5 X f Genotipo heterizoto);
f Alelo polimérfico — f Genétipo polimorfico T (0’5 X f Gendtipo heterizoto)-

Para avaliar se as frequéncias dos polimorfismos analisados permaneceram
constantes ao longo das geragdes, caracteristica de uma populagdo mendeliana em
equilibrio que nao sofreu selegcao, migracdo ou mutacao, foi calculado o Equilibrio de
Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium - HWE), através da Calculadora de
HWE incluindo analise para viés de verificacdo, disponivel on-line. Sua presenca foi
considerada quando p>0,05 (BODMER, 2015; RODRIGUEZ et al., 2009).

Teste de Qui-quadrado foi utilizado para comparagao entre os grupos. Valores

de P <0.05 foram considerados evidéncia de associac¢ao significativa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostragem deste trabalho foi constituida por 82 mulheres provenientes de
um estudo previamente realizado pelo grupo de pesquisa. Dentre as participantes
com alteracao citopatolégica (Casos, n=54), 21 apresentaram ASC-US, 13 mulheres
possuiam LSIL, e em 20 participantes foi detectada HSIL/ASC-H (lesdo cervical em
células escamosas de alto grau). Por outro lado, o grupo controle foi composto por
28 participantes sem alteragdes citopatoldgicas.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas sociodemograficas e
comportamentais das participantes deste estudo. A idade média das mulheres foi de
37,9£12,0 anos, variando de 19 a 65, e 60,97% (n=50) possuia até 40 anos. A
maioria das participantes possuia ensino médio (n=45, 54,9%), renda per-capta
mensal menor que um salario minimo (n=60, 73,2%), ndo era tabagista (n=68,
82,9%) e fazia o uso de bebida alcodlica (n=51, 62,2%). Além disso, 85,4% (n=70)
do grupo avaliado estava casada ou tinha parceiro fixo, 54,9% (n=45) relatou ter a
primeira relagdo sexual com no minimo 18 anos de idade, e 61,0% (n=50) possuia
no minimo trés parceiros sexuais. Ainda, maior parte das participantes ndo usava
contraceptivos hormonais (n=45, 54,9%) e teve ao menos uma gestagao (n=67,
81,7%). Frequéncias similares das caracteristicas avaliadas foram observadas nos
grupos apresentando ou nao alteragdes citopatoldgicas (p>0,05).

Infeccdo por HPV foi detectada em 62,2% das participantes (n=51), sendo
28,1% das amostras (n=23) classificadas como hrHPV. Por outro lado, HPV de baixo
risco oncogénico foi detectado em 1,2% (n=1) das participantes. Nao foi possivel
determinar o tipo de HPV presente em 32,9% (n=27) das amostras. Frequéncias
significativamente maiores de infeccdo por HPV ou hrHPV foram observadas no

grupo apresentando alteragdes citopatologicas (Casos) (p=<0,001, Tabela 2).
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TABELA 2: Caracteristicas sociodemograficas e comportamentais das participantes do estudo com a

presenca de lesdes pré-neoplasicas na cérvice uterina

Caracteristicas Total Controle Casos P
n (%) n (%) n (%)
Idade (anos)
<40 50 (61,0) 17 (60,7) 33 (61,1) 0.072
>40 32 (39,0) 11 (39,3) 21 (38,9)
Escolaridade
Ensino Superior 3(3,7) 1(3,6) 2(3,7) 0.956
Ensino Médio 45 (54,9) 16 (57,1) 29 (53,7)
Ensino Fundamental/Analfabeta 34 (41,5) 11 (39,3) 23 (42,6)
Renda per-capta mensal (n° de salarios minimos)’
<1 60 (73,2) 18 (64,3) 42 (77,8)
1a2 19 (23,2) 9(32,1) 10 (18,5) 0,179
22 1(1,2) 1(3,6) 0(0,0)
Tabagista
Nao 68 (82,9) 24 (85,7) 44 (81,5) 0.629
Sim 14 (17,1) 4 (14,3) 10 (18,5)
Etilista
Nao 31 (37,8) 9(32,1) 22 (40,7) 0.446
Sim 51 (62,2) 19 (67,9) 32 (59,3)
Estado marital
Casada/Parceiro fixo 70 (85,4) 24 (85,7) 46 (85,2)
Solteira 8(9,8) 2(7,1) 6 (11,1) 0,689
Viuva/Divorciada 4 (4,9) 2(7,1) 2(3,7)
Idade da 12 relagao sexual (anos)’
218 45 (54,9) 16 (57,1) 29 (53,7) 0.752
<18 36 (43,9) 12 (42,9) 24 (44.4)
N° de parceiros sexuais
1 19 (23,2) 8 (28,6) 11 (20,4)
2 13 (15,9) 4 (14,3) 9 (16,7) 0,703
23 50 (61,0) 16 (57,1) 34 (63,3)
Utiliza contraceptivo hormonal
Nao 45 (54,9) 14 (50,0) 31 (57,4) 0523
Sim 37 (45,1) 14 (50,0) 23 (42,6)
Gestagoes
0 15 (18,3) 4 (14,3) 11 (20,4)
1 20 (24,4) 9(32,1) 11 (20,4)
2 23 (28,0) 7 (25,0) 16 (29,6) 0,799
3 13 (15,9) 4 (14,3) 9(16,7)
>4 11 (13,4) 4 (14,3) 7(13,0)
Infecgédo por HPV
Negativa 31(37,8) 19 (67,9) 12 (22,2)
Positiva 51(62,2) 9(32,1) 42 (77,8) <0,001
Alto risco 23 (28,1) 0(0,0) 23 (42,6)
Baixo risco 1(1,2) 0(0,0) 1(1,9) <0,001
Indeterminado 27 (32,9) 9(32,1) 18 (33,3)

Controle: mulheres sem alteragao citopatolégica; Casos: mulheres apresentando alteragcéo citopatologica. 1Nem

todas as participantes informaram
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A infecgao persistente pelo hrHPV € a principal causa do desenvolvimento do
cancer de colo do utero. No entanto, alteragdes genéticas possuem impacto no risco
de desenvolvimento desta neoplasia. Neste sentido, marcadores genéticos podem
ser uteis no rastreamento de lesbes cervicais pré-neoplasicas e neoplasicas,
principalmente em casos de infecgbes por HPV ou alteragbes citopatologicas
recorrentes (BAHRAMI et al., 2018; CARDOSO et al.,, 2017). A enzima timidilato
sintase atua no metabolismo do folato catalisando a conversao de desoxiuridina
monofosfato (dUMP) em desoxitimidina monofosfato (dTMP), um passo essencial na
sintese de DNA, desempenhando um papel vital na replicagdo e reparo do DNA
(COSTI et al., 2005).

A infecgao persistente por hrHPV é amplamente reconhecida como o principal
fator etiolégico do cancer do colo do utero. Contudo, a simples presenca do virus
nao € suficiente para explicar a progresséo da infeccdo em lesdes precursoras ou
carcinoma invasivo, uma vez que apenas uma fracdo das mulheres infectadas
desenvolve a doenca. Esse cenario evidencia o papel de fatores genéticos do
hospedeiro como moduladores individuais da susceptibilidade e da persisténcia da
infeccdo viral. Nesse contexto, a identificacdo de marcadores genéticos torna-se
particularmente relevante em situagdes de infecgdo recorrente por HPV e de
alteragdes citopatologicas persistentes (BAHRAMI et al., 2018; CARDOSO et al.,
2017; XU et al., 2025; SAHASRABUDDHE, 2024). Entre os genes de interesse,
destaca-se o TYMS, que codifica a enzima timidilato sintase, elemento central do
metabolismo do folato e da biossintese de nucleotideos, desempenhando papel
fundamental na manutencédo da integridade gendémica, na sintese e no reparo do
DNA — processos intimamente relacionados a carcinogénese cervical (COSTI et al.,
2005; SILVA et al., 2022; XIAO et al., 2024).

Em relagdo ao polimorfismo TS Ex8+227 A>G (rs2790) (Tabela 3),
observou-se que 63,4% (n=52) das amostras apresentaram o genoétipo AA, 29,3%
(n=24), apresentaram o genotipo AG e apenas 7,3% (n=6) apresentaram o gendtipo
GG. Na distribuicdo alélica, verificou-se maior frequéncia do alelo A (78,11%) em

relacéo ao alelo G (21,9%).

A analise de equilibrio de Hardy—Weinberg para a distribuicdo genotipica do

SNP Ex8+227 A>G (rs2790) no grupo controle, indicou que a populagao encontra-se
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em equilibrio (p=0,154). Por outro lado, como pode ser visto na Tabela 3, a
distribuicdo genotipica do SNP IVS2-405 C>T (rs502396) nao apresentou o HWE
(p=0,003) e, por isso, as analise deste SNP com o risco de cancer cervical nao
foram realizadas.A avaliagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) é fundamental
em estudos de associagdo genética, pois contribui para garantir a qualidade dos
dados e a validade das conclusdes obtidas, ao verificar se as frequéncias
genotipicas observadas correspondem as expectativas tedricas em uma populagao
em equilibrio, na auséncia de forgas evolutivas ou erros técnicos. Nos grupos
controle, a conformidade com o HWE sugere acasalamento aleatério e auséncia de
selecdo ou migragao recente, validando a populagdo como referéncia adequada
para analises de risco de patologias. A verificacdo desse equilibrio € amplamente
recomendada, especialmente no grupo controle, por constituir um importante
indicador da qualidade dos dados e da consisténcia metodologica do estudo
(MINELLI et al., 2008; SAADAT, 2024).

Desvios significativos podem refletir erros de genotipagem, estratificagcao
populacional, tamanho amostral reduzido ou outros vieses capazes de comprometer
a validade das estimativas de associagdo. Além disso, o HWE representa um
principio central na interpretagcdo de dados genéticos, inclusive em estudos de
meta-analise e sequenciamento genémico, sendo reconhecido por sua propriedade
de transitividade, segundo a qual um polimorfismo multialélico em equilibrio tende a
manter essa condicdo mesmo apds a exclusdo ou combinacido de alelos
(NEAMATZADEH et al., 2024).

TABELA 3: Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos no gene TYMS

Genoétipos n (%) Alelos % HWE'
. . Nao . i =
Polimorfis polimérfic Heterozi  Polimérfi .Na'o . Polimérfico p X2
mo o goto co polimérfico
Ex8+227
A>G 52 (63,4) 24(29,3)  6(7,3) 78,1 21,9 0,154 2,035
(rs2790)
IVS2-405
C>T 32 (39,0) 30(36,6) 20(24,4) 57,3 42,7 0,003 8,494
(rs502396)

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg. 'Avaliagdo do grupo controle.
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Para avaliar a associagdo do polimorfismo Ex8+227 (rs2790) com as lesdes
pré-neoplasicas, as frequéncias genotipicas e alélicas foram comparadas com a
presenca de alteragdes citopatoldgicas na cérvice uterina (Tabela 4). Apesar de néo
ter se observada nenhuma diferenga significativa entre os grupos, maior frequéncia
do gendtipo AA (n=20, 71,4%) foi observada entre as participantes sem alteragdes
citopatologicas em relacdo aquelas com algum tipo de lesdao (n=32, 59,3%)
(p=0,516), ou com ASC-US (n=12, 57,1%), LSIL (n=9, 69,2%) ou HSIL/ASC-H (n=11,
55,0%) (p=0,593). Neste sentido, considerando-se o modelo recessivo, maior
frequéncia de mulheres com alguma lesdo (n=22, 40,7%) (p=0,278) ou com
alteracbes de alto grau (HSIL/ASC-H: n=9, 45,0%) (p=0,587) possuiam genadtipo
AG+GG. Assim, foi possivel observar uma maior tendéncia de ocorréncia de lesdes
cervicais na presenga do polimorfismo Ex8+227 (rs2790), sugerindo que essa
variagdo genética pode estar associada a um maior risco para alteragdes na cérvice

uterina, especialmente lesbes de alto grau.

Tabela 4: Polimorfismo Ex8+227 (rs2790) de acordo com a presenca de alteracées
citopatoldgicas

Casos
Polimorfismo Controle HSIL/
Ex8+227 (rs2790)  (n=28) rotal p ASCUS  LSIL ASC-H p
(n= 54) (n=21)  (n=13) >
(n=20)
AA 20 (71,4) 32 (59,3) 12(57,1) 9(69,2)  11(55,0)
G?g)itipo AG 6(21,4) 18(33,3) 0,516 8(38,1) 4(30,8)  6(30,0) 0,593
n (7
GG 2(71)  4(7,4) 1(4,8) 0(0,0) 3 (15,0)
Modelo AA+AG  26(92,9) 50(92,6) 0,965 20(952) 13(100,0) 17(85,0) 0,396
d?g}gnante GG 2(71) 4(7.4) 1(4,8) 0(0,0) 3(15,0)
n (7
AA 20 (71,4) 32(59,3) 0278 12(57,1) 9(69,2)  11(55,0) 0,587
Modelo AG+GG 8 (28,6) 22 (40,7) 9(42,9) 4(30,8) 9 (45,0)
recessivo
n (%) A 82,1 75,9 76,2 84,6 70,0
0,519 0,706
Alelo % G 17,9 24,1 23,8 15,4 30,0

Controle: mulheres sem alteragdo citopatolégica; Casos: mulheres apresentando alteragdo
citopatoldgica; ASC-US: Células escamosas atipicas de significado indeterminado; LSIL: Lesao
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau Alto Grau; HSIL: Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau;
ASC-H: Células Escamosas Atipicas em que nao se pode excluir Lesao de Alto Grau.
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Foi avaliada também a distribuicdo genotipica e alélica do SNP Ex8+227
(rs2790) com a presenca da infeccao por HPV. No entanto, ndo foi observada

diferenga entre mulheres com ou sem infecgao viral (Tabela 5).

Tabela 5: Polimorfismo Ex8+227 (rs2790) de acordo com a presenga de infec¢ao por
HPV

Polimorfismo Auséncia Presencga

de HPV de HPV p
Ex8+227 (rs2790) (n=31) (n= 51)
AA 21 (67,7) 31 (60,8)
Genotipo n (%)
AG 8 (25,8) 16 (31,4) 0,818
GG 2 (6,5) 4 (7,8)
Modelo dominante n (%)  AATAG 29 (93.,5) 47 (92,2) 0,814
GG 2 (6,5) 4 (7.8)
Model _ o AA 21 (67,7) 31 (60,8) 0,526
odelo recessivo n (%) AG+GG 10 (32.3) 20 (39,2)
A 80,6 76,5
Alelo % G 19,4 23,5 0,658

Auséncia de HPV: mulheres sem infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV); Presenca de HPV:
mulheres com infecgéo pelo papilomavirus humano (HPV).

O polimorfismo Ex8+227 A>G (rs2790) apresenta relevancia em diferentes
tipos de cancer. De acordo com a literatura, este SNP tem sido associado a um
aumento do risco de neoplasias, como cancer colorretal e gastrico, principalmente
em populagdes asiaticas, sugerindo que sua presenga pode favorecer a
carcinogénese em contextos especificos (ZHANG et al., 2021; XIAO et al., 2024).
Meta-analises recentes reforgam estes resultados, embora os dados ainda sejam
heterogéneos entre grupos populacionais (XIAO et al.,, 2024). O mecanismo
proposto envolve a modulagdo da expressao da timidilato sintase, o que pode levar
a desequilibrios no metabolismo do folato, instabilidade genbmica e maior
predisposi¢ao a transformacgao celular maligna (MOORE et al., 2007; ZHANG et al.,
2021; XIAO et al., 2024).

Estudos futuros, com maior n amostral e incluindo casos confirmados de
cancer cervical invasivo, sdo necessarios para esclarecer o possivel impacto

funcional desse polimorfismo na progressao das lesdes associadas ao HPV.
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A enzima TS é considerada um marcador de proliferagdo tumoral devido ao
seu papel central na sintese de nucleotideos. A superexpressdo dessa enzima
aumenta a taxa de replicagao celular, favorece o acumulo de mutagdes, reduz a
eficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA e contribui para a manutencao do
DNA viral integrado ao genoma hospedeiro. Além disso, niveis elevados de TS em
tumores cervicais associam-se a maior agressividade, resisténcia terapéutica e pior
resposta a esquemas quimioterapicos baseados na sintese de DNA. Nesse
contexto, lida et al. (2014) destacam a TS como um biomarcador promissor para
estratificacdo prognostica e para orientagdo de terapias direcionadas. (XU et al.,
2025; LIDA, 2014).

Evidéncias indicam que variantes no gene TYMS influenciam tanto a
suscetibilidade a infecgao persistente pelo HPV quanto a progressdo de lesdes
precursoras. O gendtipo TS 3'UTR del/del foi associado a maior risco de persisténcia
de lesdes citopatolégicas (Silva, 2020a), enquanto o polimorfismo rs2342700
apresenta correlacédo significativa com a presenca de tipos oncogénicos de HPV
(Famooto, 2013). Estudos de analise de redes génicas identificam TYMS como um
gene relevante para a progressdo tumoral (Reza, 2022), achado compativel com
resultados que mostram expressdo aumentada da enzima em tumores em estagio
avancgado (Qiu et al., 2020). Esses dados reforcam que polimorfismos funcionais em
TYMS modulam processos criticos da biologia celular, como controle do ciclo celular,
resposta ao dano gendmico e estabilidade do DNA. Além disso, niveis elevados de
TS em diferentes tipos de céancer relacionam-se a maior agressividade tumoral,
resisténcia a terapias e instabilidade gendmica, sendo considerados indicadores
Uteis para estratificacdo progndstica e para terapias que atuam na sintese de DNA
(LIDA, 2014; SILVA, 2020a; FAMOOTO, 2013; REZA, 2022; QlIU, 2020).
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6. CONCLUSAO

Embora o polimorfismo Ex8+227 A>G (rs2790) do gene TYMS néo tenha
apresentado associagao estatisticamente significativa com a presenca de alteragdes
citopatologicas cervicais ou com a infeccdo por HPV nesta amostra, observou-se
maior frequéncia do gendtipo AG+GG entre mulheres com lesdes, especialmente
nas lesdes de alto grau (HSIL/ASC-H).

O SNP IVS2-405 C>T (rs502396), por sua vez, nao apresentou equilibrio de
Hardy—Weinberg no grupo controle e, portanto, foi excluido das anadlises de
associacao, reforcando a importadncia da avaliagdo do HWE como critério de
qualidade em estudos genéticos.

Assim, os resultados deste estudo ndo permitem confirmar associagao entre o
SNP rs2790 e a presenca de lesdes cervicais ou infec¢ao por HPV, mas contribuem
para a ampliagdo do conhecimento sobre o papel de variantes no gene TYMS na

carcinogénese cervical.
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