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Resumo

A infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV), que tem tropismo por
mucosas e gque se aloja no epitélio escamoso pluriestratificado que reveste o
colo do utero, pode induzir o desenvolvimento de lesdes intra-epiteliais de alto
grau (NIC Il e NIC IlI). Quando néo tratadas, essas lesbes podem progredir ao
Cancer Cervical (CC). O cancer do colo do utero é o segundo tipo de cancer
mais comum, e a maior causa de mortalidade em mulheres no mundo. Genes
HLA ndo classicos, em especial o gene HLA-G, por seu papel na
imunotolerancia, tem sido investigados quanto a protecéo e/ou susceptibilidade
a uma série de doencas causadas por virus, cancer, entre outras. De acordo
com evidéncias recentes, a expressdo de HLA-G, na superficie da célula
tumoral, teria efeito imunomodulador sobre as células Natural Killer, linfécitos T,
além de inibir a resposta imune. O objetivo desse estudo de associacdo caso-
controle, foi investigar a influéncia dos SNPs localizados na regido promotora
do gene HLA-G em mulheres com les@es intraepitelias cervicais de Grau Il e
Grau lll e mulheres controle. As configuracfes haplotiplicas para os 8 SNPs (-
1306, -1179, -1155, -1140, -1138, -1121, -990, -964) investigados na regido
promotora de HLA-G foram comparadas entre os grupos “pacientes” e
“‘controles”. O estudo foi conduzido numa amostra constituida por 194
mulheres, sendo que 70 apresentavam NIC Il e 51 apresentavam NIC Il ambas
HPV positivas. O grupo controle foi constituido por 73 mulheres sem leséo
epitelial cervical e sem a presenca do virus HPV. O DNA foi extraido de
amostras do sangue periférico pela técnica de Salting out, e a genotipagem foi
realizada por sequenciamento com ABI Prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems, CA, USA). Para as andlises
estatisticas utilizou-se o software BioEstat v.5.0. Aplicou-se o teste exato de
Fisher em tabelas 2x2, considerando-se significancia estatistica quando
p<0,05. A estimativa das frequéncias haplotipicas foi executada com o software
Phase 2.1. Notou-se uma maior frequéncia, do Haplétipo LCR H1.1
(GAGAACGG) em mulheres controles (CLS) tanto na comparacao estratificada
NIC Il x CLS (p=0,0130; OR=1,87; 1C=1,10-3,17) quanto na comparacao entre
grupos CLS x PAC (NIC Il + NIC Ill;p=0,0471; OR=1,5; 1C=0,98-2,27).
Agrupando-se as principais configuracdes haplotipicas dos grupos H1 e H2,
observou-se um aumento significativo na freqiéncia dos haplétipos agrupados
em H2, nas comparacgdes NIC Ill x CLS (p=0,0281; OR=1,7; 1C=1,01-2,84) e
CLS x PAC (NIC I + NIC llI; p=0,0192; OR=1,5; I1C=1,04-2,42).Esses
resultados s&@o sugestivos de uma provavel participacdo da Regido
Controladora de Locus (LCR) com o desenvolvimento do CC, tornando o HLA-
G um gene candidato a ser melhor investigado como biomarcador de
resisténcia (Haplotipo H1.1) e susceptibilidade (Hapl6tipo H2) na progressao
das les@es intraepiteliais cervicais e o desenvolvimento do CC.

Palavras-chave: HLA-G, HPV, Cancer Cervical, tolerancia imunoldgica.



Abstract

Infection with human papillomavirus (HPV), which has tropism for
mucous and lodges itself in squamous epithelium that lines the cervix, can
induce intraepithelial high- grade lesions (NIC Il and NIC Ill). Untreated, these
lesions may progress to cervical cancer (CC). Cancer of the cervix is the
second most common cancer and the leading cause of mortality in women
worldwide. Nonclassical HLA genes, especially HLA-G for its imunotolerant role
in immune response, have been investigated as candidate gene for the
protection or susceptibility to diseases caused by viruses, cancer among other
causes. According to recent evidence the expression of HLA-G on the surface
of the tumor cells have immunomodulatory effect on Natural Killer cells, T
lymphocytes through the inhibition of the immune response. The aim of this
study was to investigate the influence of SNPs in the promoter region of the
HLA -G gene in women with cervical intraepitelias lesions Grade Il and Grade |l
and control women. Haplotypes configuration for 8 SNPs (-1306, -1179, -1155, -
1140, -1138, -1121, -990, -964) in the promoter region of HLA- G were
investigated and compared between Patients and Controls groups. The study
was conducted with a sample of 194 women as followed: 70 had CIN II, 51 had
CIN Il and 73 control women without the presence of the HPV virus and
cervical epithelial lesions. DNA was extracted from peripheral blood samples
using the technique of salting out and genotyping was performed by sequence
base typing with an ABI Prism Big Dye Terminator V.3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, CA, USA ) and ABI 3130 Sequence Analyzer. The
estimated haplotype frequencies were performed with the Phase 2.1 software.
For the statistical analysis the Fisher exact test for 2x2 tables was used,
considering statistically significant at p < 0.05, through the BioEstat v.5.0
sofware. It was observed a higher frequency of haplotype LCR H1.1 (
GAGAACGG ) in female controls ( CLS ) in the comparison stratified CIN Il x
CLS (p=0.0130,0R=1.87,Cl=1.10t0 3.17 ) and in the comparison groups
CLSxNICII+NICII (p=0.0471,0R =15, Cl =0.98 to 2.27 ).Grouping the
main haplotype referred as H1 and H2 groups, a higher frequency of haplotypes
H2 in patients was observed (NIC Il + NIC IIl) when compared with controls:
NIC Il x CLS (p = 0.0281, OR = 1.7 Cl = 1.01 to 2.84) and CLS x NIC Il + NIC
Il (p =0.0192, OR = 1.5, Cl = 1.04 to 2.42).These results were very suggestive
of a possible role of the Locus Control Region (LCR) with the development of
CC, making the HLA-G gene a good candidate for further investigation as a
biomarker of protection (Haplotype H1.1) and/or susceptibility (Haplotype H2)
of the progression of cervical intraepithelial lesions and development of CC.

Keywords: HLA-G, HPV, Cervical cancer, immunological tolerance.
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1. INTRODUCAO

Lesdes pré-cancerigenas do colo do Utero, denominadas neoplasias cervicais
intraepiteliais (NIC), sdo lesbes que possuem, inicialmente, a capacidade de
progredir para um cancer cervical invasivo, se ndo tratadas. Essas lesdes sao
fortemente associadas a mudancas morfolégicas das células quando da infeccéo
com tipos especificos de HPV de alto risco. A expressao continua de oncoproteinas
virais resulta em uma proliferacdo celular ndo regulada. Fenotipicamente, os pré-
canceres sao caracterizados pela presenca de DNA do HPV de alto risco e por
instabilidade cromossémica, a qual podera resultar em aneuploidias (IARC, 2005).

O sistema de classificacdo citoldgica conhecido como classificacdo de
Bethesda foi desenvolvido em 1988 com o objetivo de caracterizar as lesdes
intraepiteliais cervicais. Neste sistema, a NIC de grau | é denominada Lesao
Escamosa Intraepitelial de Baixo Grau (em inglés LSIL- Low-grade Squamous Intra-
epithelial Lesion), enquanto as NICs de Grau Il e Grau lll sdo classificadas como
Lesdo Escamosa Intraepitelial de Alto Grau (HSIL-High-grade Squamous Intra-
epithelial Lesion (IARC, 2005).

Nesse trabalho os termos NIC I, NIC Il e NIC Ill sdo utilizados para designar
as lesbes precursoras do cancer cervical. O carcinoma invasor de colo uterino, em
cerca de 90% dos casos, evolui a partir da NIC, mas nem toda NIC progride para um
processo invasor. Dessa forma, todas as NICs devem ser consideradas lesdes
significativas e como tal devem ser acompanhadas e tratadas (BRASIL. Ministério da
Saude, 2013).

Outros fatores de risco tém sido associados ao desenvolvimento do cancer
cervical, tais como o0 uso de contraceptivos orais, tabagismo, gestacdes mdultiplas,
inicio precoce da atividade sexual, multiplos parceiros, parceiros de alto risco,
subnutricdo, nivel sécio econémico e infeccdo concomitante por outros agentes
infecciosos como o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), ou o Virus do Herpes
Simples tipo Il (HSV-2) e as bactérias Chlamydia trachomatis (CT) e Neisseria
gonorrhoeae (NG) (MUNOZ et al., 2002; CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003).

A exposicdo e susceptibilidade ao HPV parecem ser importantes na

determinacéo do risco individual ao desenvolvimento do cancer de colo do Utero ou
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cancér cervical (CC). Entretanto, apenas algumas mulheres infectadas desenvolvem
a doencga, corroborando as evidéncias de que outros fatores de risco também sdo
importantes para o desenvolvimento do cancer (MAGNUSSON e GYLLENSTEN,
2000).

A interferéncia das oncoproteinas virais nas proteinas do sistema imune e
naquelas que participam do ciclo celular induz e mantém a transformacéo
neoplasica, fazendo com que células infectadas formem lesdes precursoras do
cancer e evoluam posteriormente para CC. Nesse cenario, o estudo dos genes que
codificam proteinas envolvidas com a resposta imune dirigida as células infectadas
pelo HPV tem grande importancia, uma vez que determinados genotipos que
participam da resposta imune podem conferir maior susceptibilidade ou maior
protecdo ao desenvolvimento de lesdes precursoras do cancer em resposta a acao
de proteinas virais (ROUAS- FREISS et al., 2005).

Os antigenos leucocitarios humanos, referidos pela sigla HLA (do inglés,
Human Leucocyte Antigens) constituem o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (do inglés MHC, Major Histocompatibility Complex) da espécie
humana. Eles desempenham importante papel na resposta imune adaptativa e inata.
Na resposta imune adaptativa atuam como moléculas apresentadoras de peptideos
para linfocitos T CD8" e T CD4" e, sdo fundamentais para definir o repertorio dos
linfécitos T circulantes. Epitopos Bw4 presentes nas moléculas HLA-B e HLA-Cw
atuam como ligantes para receptores presentes nas células Natural Killer (NK),
mediando a atividade citotoxica desse importante componente celular da imunidade
inata (ROUAS- FREISS et al., 2005).

Atualmente, enfatiza-se a importancia do estudo do gene HLA-G no escape
tumoral. Um provavel mecanismo envolveria a inibicdo da atividade citotoxica das
células NK, que resultaria de interagcbes da proteina HLA-G com receptores
expressos na membrana da células NK e de linfécitos T citotoxicos (ROUAS-
FREISS et al., 2005).

O gene HLA-G apresenta uma diversidade de Polimorfismos de Unico
Nucleotideo (SNPs) em sua regido promotora. que definem importantes sitios
reguladores da expressao génica. Dessa forma, a alteracdo da configuracdo de

SNPs que definem esses elementos de agédo cis na regido promotora, poderia
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influenciar na ligacdo de fatores transcricionais, na transcricdo e/ou niveis
transcricionais da proteina HLA-G, e consequentemente em sua expressao e funcéo
(revisado por HVIID, 2006).

O objetivo do presente estudo foi investigar a influéncia da configuracéo
haplotipica de SNPs localizados em diferentes modulos funcionais da regiao
promotora do gene HLA-G em mulheres com NIC Il e NIC 1ll e em mulheres
controle, sem lesdo epitelial cervical e sem a presenca do virus HPV. As
configuracdes haplotiplicas para os 8 SNPs (posi¢cdes -1306, -1179, -1155, -1140, -
1138, -1121, -990, -964) investigados no promotor de HLA-G foram comparadas
entre 0s grupos paciente e controle, constituido respectivamente por 121 mulheres
pacientes com a lesdo epitelial cervical e com a presenca do virus HPV e 73
mulheres controles sem lesao epitelial cervical e sem a presenca do virus HPV. No
grupo paciente 70 mulheres foram diagnosticadas com NIC Il e 51 mulheres

diagnosticadas com NIC lll, respectivamente.

1.1 JUSTIFICATIVA

As les@es intraepitelias cervicais e sua provavel evolucdo para o cancer
cervical (CC) constituem um importante problema de salude publica. Estudar a
variagcdo de genes de resposta imune e sua influéncia na evolugdo do CC bem
como a resisténcia e/ ou susceptibilidade a infeccdo pelo HPV, podem contribuir
para o entendimento da patogénese revelando marcadores genéticos que auxiliem
no prognadstico, acompanhamento e tratamento das lesdes a ser indicado para essas
pacientes. Nesse contexto, a expressao diferencial do gene HLA-G, decorrente de
variacdes genéticas em sua regido reguladora, poderia favorecer/inibir o clearence
viral e/ou a evolucao/regressédo da leséo intraepitelial em mulheres infectadas pelo
HPV.
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1.2 OBJETIVO

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar em mulheres com les@es intraepiteliais cervicais e seus controles as
configuracbes haplotiplicas de 8 SNPs que fazem parte da regido
controladora de locus (LCR) situado na regido promotora de HLA-G e sua
relacdo com a presenca/ auséncia e estagios das lesdes intraepiteliais

cervicais.

1.2.2 Objetivos Especificos

Estimar e comparar as frequéncias alélicas e haplotipicas de SNPs situados
na regiao controladora de locus (LCR) na posi¢des -1306, -1179, -1155, -
1140, -1138, -1121, -990, -964, entre mulheres pacientes e controles.

Investigar associacdo entre os principais haplétipos LCRs observados entre
mulheres pacientes/controles e os diferentes estagios das lesdes intraepiteliais

cervicais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 A INFECCAO PELO HPV E AS LESOES NEOPLASICAS
INTRAEPITELIAIS CERVICAIS E O CANCER CERVICAL (CC)

Apoés a infeccdo pelo HPV a sucessédo dos eventos moleculares biolégicos
pode seguir diferentes vias. Uma delas pode resultar na eliminacdo completa do
virus. A outra progride para lesdes precursoras que podem culminar no
desenvolvimento do Cancer Cervical (CC). Se o virus ndo é eliminado pelo
organismo, ele pode desencadear alteracbes no DNA nuclear da célula infectada,
incluindo a tetraploidizacdo, que levam a formacdo de Neoplasia Intraepitelial
Cervical de Grau | (NIC I), em um prazo médio de 2 a 5 anos ap0s a infeccdo por
HPV. A NIC | pode regredir espontaneamente, ou, quando ocorre o desenvolvimento
de clones celulares aneuploides, progredir para Neoplasia Intraepitelial Cervical de
Grau Il ou lll (NIC 1l ou NIC IlI), em um prazo médio de 4 a 5 anos apos a infeccao.
Na maioria dos casos, se a NIC Il e/ou NIC Ill ndo forem devidamente tratadas,
persistirdo no organismo podendo resultar em cancer invasivo (STANLEY 2010).

A progressdo de NIC | para NIC Il e NIC lll, a persisténcia de NICs e o
desenvolvimento do cancer podem ser influenciados por co-fatores ainda né&o
claramente definidos (Figura 1) (SOUTHERN e HERRINGTON, 1998).

mo viral?
habito tabagista?

-horménios?
-estado imunaoldgica?

- Ges?
HPV _ o L arine?
POSITIVO _W alteractes genéticas secundarias?
Incidéncia i Prograssao o
DETECCAO Invasio =
CERVICE = - CANCER
NORMAL  |®-------1 HPV g ‘ NIC I e
L Remissao ‘ Regressac
ANORMALIDADES J \ E
CITOLOGICAS --»| INFECGAO LATENTE |

Figura 1 — Modelo de histéria natural do HPV e CC. apés a detecgdo de alteragfes citologicas
suaves, deve haver a confirmacdo da infeccdo. Apenas a minoria das infeccbes persiste podendo
progredir para uma lesdo pré cancer (NIC Ill). FONTE: FRANCO et al., 1999; BOSCH et al., 2008;
GRAVITT et al., 2011 (adaptado).
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A infeccdo pelo HPV pode ser transiente quando o virus ndo tem a
capacidade de permanecer no hospedeiro por muito tempo, sendo que a infec¢éo
desaparece sem nenhum tratamento e o virus € eliminado pela acdo do sistema
imune. Isso ocorre para a maioria dos HPVs, mesmo para os tipos considerados de
alto risco. De 70% a 90% das mulheres eliminam o virus de 12 a 24 meses apoés a
deteccdo da infeccdo (HO et al., 1998). Ja a infeccéo persistente, a qual incide em
uma faixa de 10% a 30% dos casos, € definida quando ocorre a deteccdo do mesmo
tipo de HPV duas ou mais vezes, em avaliacdes periddicas em um intervalo de até
dois anos. O CC pode ser detectado entre 9 e 15 anos apos a infec¢do persistente
(KOUTSKZ et al., 1997; GRAVITT, 2011).

Gravitt, 2011, descreveu, ap6s mensuracdes realizadas em intervalos de 4, 6
e 12 meses, em células cervicais esfoliadas (Papanicolaou), que transicdes multiplas
entre os estagios de auséncia e progressdo do CC podem facilitar o entendimento

do histérico do mesmo (Figura 2), assumindo o HPV 16 como exemplo.
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Figura 2 - Estagios de progressao do virus HPV em mulheres.

FONTE: Trottier, 2010 e Gravitt, 2011. Adaptado

No estagio (a), as mulheres ndo tem atividade sexual e ndo sdo infectadas por HPV. A
transicao (a) para (b) acontece em mulheres sexualmente ativas, cujo risco de exposi¢édo ao virus é o
mais comum (30%) apos 24 meses de inicio sexual. Do estagio (b) para (c), 90% das mulheres
apresentam DNA negativo do HPV apds 2 anos da detecc¢do inicial, sendo a fase de maior incidéncia
e eliminagcdo do virus. No estagio (c) as mulheres sao consideradas “limpas”, de acordo com a
deteccdo primaria, mas considerando alguns fatores como imunidade natural contra reinfeccdo e
laténcia, podem apresentar trés estados independentes: (c1) para mulheres com infec¢do prévia e
DNA HPV negativo (imunes); (c2) para mulheres DNA HPV negativo susceptiveis a reinfeccéo e (c3),
infectadas com testes de DNA HPV negativo (sujeitas a reinfeccdo). A transicdo do estagio (c) para
(d) depende individualmente de cada subgrupo: (c1) para (d): hipétese de imunidade natural; (c2)
para (d): risco sexual natural; (c3) para (d): DNA positivo, gatilhos de reativacdo descaracterizados,
memdria imunologica comprometida (TROTTIER, 2010 E GRAVITT, 2011).
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A analise de estudos sobre a prevaléncia da infec¢cdo por HPV na populagéo
permitiu concluir que ndo existem aparentes diferencas geograficas quanto a
prevaléncia do HPV. A infeccdo é mais comum em mulheres jovens do que em
mulheres idosas e, raramente detectada em mulheres que néo tiveram atividade
sexual anterior, Os principais fatores de risco para NIC Il em mulheres HPV positivo
séo a idade precoce na primeira relacdo sexual, multiplos parceiros, 0 momendo do
relacionamento (monogamia serial ou concorrente) e tabagismo (CANCER
RESEARCH UK, 2008). Pode-se tracar um perfil de mulheres com maior risco de
desenvolver o CC se, adicionalmente a esses fatores principais, somarem-se:o
baixo nivel sécio-econémico associado a subnutricdo, pouco acesso a informacgéo e
medidas preventivas de saude publica. Mulheres com dieta pobre em vitamina A e C
podem ter um risco maior de desenvolver CC assim como mulheres obesas
(HERRERO et al., 1991).

Fatores genéticos contribuem significativamente ao risco da doenca. Mulheres
com historico familiar de mées ou irmas que tiveram CC, estdo mais propensas a
desenvolver o CC (MAGNUSSON e GYLLENSTEN, 2000).

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER CERVICAL

O CC, com aproximadamente 518 mil novos casos por ano, € um dos tipos
mais incidentes em todo o mundo, sendo mais freqiente nos paises em
desenvolvimento (CANCER RESEARCH UK, 2002; WHO, 2011). Atualmente, mais
de 85% de todas as mortes por CC ocorre nesses paises (WHO/ICO, 2004, PARKIN
et al., 2005). Este cancer ocupa o segundo lugar dentre os mais incidentes na
Ameérica do Sul, ocorrendo quase 30 a cada 100 mil mulheres, sendo menos
freqiente apenas que o cancer de mama (INCA. Ministério da Saude, 2013).No
Brasil o CC é o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres, sendo
responsavel pelo 6bito de aproximadamente 230 mil mulheres por ano (WHO/ICO,
2010; BRASIL. Ministério da Saude, 2013).

As lesBes epiteliais malignas e pré-malignas do cérvix e lesbes neoplasicas
da vulva, vagina, anus, pénis e orofaringe sdo causadas por pelo menos 15 tipos

oncogénicos do HPV. Destes, os tipos mais comuns sdo o HPV16 e o HPV18 (WHO,
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2006; CASTELLSAGUE, 2008), detectados em 50% a 80% das lesdes de alto grau
(NIC 1l e NIC IlIl) e em 99,7% dos casos de cancer invasor do colo uterino
(WALBOOMERS et al., 1999; PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

As estimativas anuais para 2012/2013 no Brasil, segundo o Ministério da
Saude, apontam para a ocorréncia de cerca de 518 mil novos casos de cancer em
geral. S&o esperados em torno de 260 mil para o sexo feminino, destes, os mais
incidentes sdo (desconsiderando-se o cancer de pele do tipo ndo melanoma) o
cancer de mama (53 mil), do colo do utero (18 mil), colon e reto (16 mil) e pulméo
(10 mil) (BRASIL. Ministério da Saude, 2013).

O numero de casos novos de cancer do colo do Utero esperado para o Brasil
em 2013, foi de 17.540, com um risco estimado de 17 casos a cada 100 mil
mulheres (Tabela 1) (INCA. Ministério da Saude, 2013). A incidéncia do CC torna-se
evidente na faixa etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir
seu pico, geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos (BRASIL. Ministério da Saude,
2013).

Em paises desenvolvidos, a sobrevida média estimada para um periodo de
cinco anos varia de 59 a 69%. Nos paises em desenvolvimento, 0s casos sao
encontrados em estagios relativamente avancados e, consequentemente, a

sobrevida média atinge 49% para o mesmo periodo (PARKIN et al., 2005).

Segundo o Ministério da Saude (2013), no Brasil, a maior incidéncia de
cancer cervical ocorre na regido Centro-Oeste 28/100 mil casos. Na regido Norte,
24/100 mil, e Nordeste com 18/100 mil casos. Na regidao Sudeste tem-se 15/100 mil
casos, e na regido Sul 14/100 mil. Essas taxas podem sofrer variagdes entre 0s

Estados de uma mesma regiéo (figura 3).

Para o Estado do Parana e sua capital Curitiba, a incidéncia prevista para o
ano de 2013 seria 770 e 140 casos de CC com incidéncias de 13,79 e 15,02,
respectivamente a cada 100 mil mulheres (Figura 4) (INCA. Ministério da Saude,
2013).
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Estimativa dos Casos Movos

Localizacao Primaria Homens

Pristata 50,180 62,54 15.660 75.26 = = = =
Mama Feminina = = = = S2.680 52,50 18.160 78,02
Colo do Utero = = = = 17.540 17.49 5.050 21,72
Tragueia, Bronquio e Pulmao 17.210 17,90 4,520 21,85 10.110 10,08 2.060 1331
Cdlon e Reto 14,180 14,75 4,860 23,24 15.960 15,94 5,850 25,27
Estdmage 12.670 13,20 3.200 15,34 7420 742 2,170 9,47
Cavidade Oral 9,990 10,41 2,760 12,34 4,180 4,18 1.130 4,92
Laringe 5.110 6,31 1.540 =11 = = = =
Bexiga 5.210 6,49 1.2900 9,28 2,690 2,71 880 372
Esdfago 7770 8,10 1.500 7.26 2.6350 2,67 520 227
Chraric = = = = 5.190 5,17 2,220 9,23
Linforma nao Hodgkin 5,190 S0 1.560 7,66 4,450 4,44 1.560 6,85
Glandula Tirecide = = = = 10.590 10,59 2450 14,97
Sistema Merveso Central 4,820 5,02 1.190 5,82 4,450 4,46 1.200 5,23
Leucemias 4,570 4,76 1.180 5.81 2.940 3,94 1.180 5,02
Carpo do Utera - - - - 4,520 4,53 1.700 7.39
Pele Melanoma 2.170 3.29 810 4,05 2.060 3,09 790 346
Cutras Localizacies 43,120 44,80 11.100 53,32 38.720 38,61 10.220 44,50
subtotal | 105100 | 20285 | st780 |

Pele nda Melanama 62.680 65,17 14,620

Todas as Neoplasias 257.870 267,99 66.400

Tabela 1: Estimativas para o ano 2013 das Taxas Brutas de Incidéncia de Cancer, por 100 mil,

segundo localizagdo primaria. FONTE: INCA — Ministério da Saude (2013)

Mulheres

. 26,45 - 39,37

21,72 - 26,44

. 17,22-21,71

12,98-17,21

Figura 3 - Representacdo das taxas brutas de incidéncia de CC por 100 mil mulheres, estimadas para
2013. FONTE: Instituto Nacional do Cancer, Ministério da Salde (2013).
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Figura 4 - Incidéncias dos tipos de cancer mais comuns para o estado do Parana e Curitiba

Fonte: INCA — Ministério da Saude (2013) - Adaptado

Estima-se que cerca de 25% das mulheres da populacéo brasileira estejam
infectadas pelo virus, e somente uma pequena fracdo (entre 3% e 10%) das
mulheres infectadas com algum tipo de HPV de alto risco, desenvolvera cancer do
colo do utero (BRASIL. Ministério da Saude, 2013).

2.1.2 RESPOSTA IMUNE CONTRA O HPV

No epitelio cervical uterino existe uma imunidade local natural contra virus e
bactérias. Os bacilos de Doderlein, sdo naturais da vagina, e secretam acido latico o
que contribui para diminuir o pH, dificultando infec¢cdes. Além disso, as células
epiteliais secretam defensinas, que sdo peptideos com atividade antibacteriana e

antiviral que séo drenados através do muco cervicovaginal (HO et al., 1998).

Quando a imunidade local n&o é suficiente para impedir a infec¢éo por HPV, o
virus infecta as células basais, tendo como alvo as células tronco. A expressao de
altos niveis de proteinas virais ocorre apenas nas camadas superficiais do epitélio
escamoso. O tempo desde a infeccdo até a liberagcdo do virus, ou periodo de
incubacdo, € de aproximadamente 3 semanas, tempo suficiente para que um
queratinécito da camada basal complete sua diferenciacdo e sofra descamacédo
natural (ORIEL, 1971; MIDDLETON et al., 2003). Sabe-se que a vigilancia imune
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sistémica e local pode explicar a laténcia da infec¢éo por HPV genital (GONCALVES
e DONADI, 2004).

O grupo de fatores da imunidade local, na presenca de uma infeccéo viral,
ativa uma resposta imune especifica e adaptativa (HO et al., 1998), que leva a
secrecdo de citocinas - principalmente de Fator de Necrose Tumoral (TNF). A
interacdo de citocinas/quimiocinas liberadas durante a reagédo imune humoral/celular
€ responsavel pela regresséo, persisténcia ou progresséo das lesdes associadas ao
HPV (GONCALVES e DONADI, 2004).

Os interferons de tipo 1, interferon-a (IFN-a) e interferon-B (IFN-B) séo
sintetizados pelas células infectadas e tém atividade antiviral, antiproliferativa,
antiangiogénica e propriedades imunoestimulatérias que ativam as células
dendriticas imaturas (THEOFILOPOULOS et al., 2005).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é sintetizado por macréfagos e linfécitos
T e possui uma forte atividade antitumoral e antiviral. O Fator de Crescimento
Tumoral B (TGFB) inibe a proliferacao celular, principalmente daquelas células
infectadas pelo virus. A Interleucina 2 (IL-2), do tipo TH1 é muito importante na
imunidade celular, sendo necessaria para respostas efetivas no caso de patégenos
intracelulares, como os virus (VIEIRA et al., 1996; KIM et al., 2000; BOCCARDO et
al., 2010).

As células NK desempenham um importante papel na imunidade contra o
HPV, induzindo apoptose em células infectadas pelo virus e em células cancerosas.
A atividade especifica das células requer a participacdo dos receptores Tipo
Imunoglobulina das Células Natural Killer (KIR), os quais permitem que essas
células distinguam células normais das infectadas por virus ou de tumores (IARC,
2005; MARTIN et al., 2010).

Os receptores KIR presentes nas células NK tem como ligantes moléculas
HLA de Classe I, por meio dos quais monitoram nas células alvo estados de
normalidade ou transformacdo neoplasica, tendo também grande importancia na
resposta imune contra HPV (IARC, 2005; MARTIN et al., 2010).
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O trato genital feminino possui poucos foliculos linféides, os quais sdo as
unidades ativas do lado indutor da resposta imune do tecido linféide associado a
mucosas (PARR e PARR, 1996). Sendo assim, o tecido linféide associado a mucosa
tem como principais vias indutoras no trato genital feminino as Células de
Langerhans (CL), que séo células dendriticas presentes no epitélio e na mucosa,
macréfagos e formacgdes linfoides no corion (GRESLIN, MOUGIN e SEILLES, 1998).
Essas células, que se encontram em maior concentracdo no epitélio da mucosa
cervical do que na vagina, participam ativamente na apresentacdo de antigenos,
através da expressdo de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
de classe Il (MHC 1I), e de classe | (MHC 1), ativando, assim, linfocitos TCD4+ e

TCD8+ ,respectivamente.

Os queratindcitos do epitélio cervical expressam moléculas MHC- | e tém o
potencial de apresentar peptideos virais, uma vez que o HPV multiplica-se dentro
dessas células sem causar a sua lise. Essas células também expressam MHC-II
induzidas por Interferon-y (INF-y ). Os queratindcitos também gerariam uma fonte de
citocinas, e induziriam resposta imune pelas células T (GONCALVES e DONADI,
2004).

Os linfécitos T CD4+ ativados secretam citocinas que promovem O
crescimento, diferenciacdo e funcdes de linfocitos B, macréfagos e outras células.
Dois subgrupos desses linfocitos podem ser definidos pelo tipo de citocinas que
secretam: Thl (Thelper 1) e Th2 (T helper 2) (VAZ, A. J.; TAKEI, K.; BUENO, E. C,,
2007).

Mas antes de se tornarem Thl ou Th2, esses linfocitos estdo em estado de
quiescéncia, sendo denominados Th naive. Até esse momento o Unico papel deles é
produzir citocinas IL-2 e expressar receptores para a mesma. O principal efeito da
IL-2 é autocrino, ou seja, age na propria célula que a esta secretando. Depois de um
estimulo minimo as Th naive passam para a circulagdo, passando a designar-
se ThO. Quando ocorre um estimulo mais acentuado acontece a diferenciacdo em
Thl ou Th2. A citocina que induz as células ThO a diferenciarem-se em Thl é a IL-
12, e a citocina que induz as células ThO a diferenciarem-se em Th2 é a IL-4 (VAZ,
A. J.; TAKEI K.; BUENO, E. C., 2007).

Outra maneira de diferenciar essas células € pelo padréo de resposta, depois
de ativadas. As Thl produzem citocinas relacionadas principalmente com a defesa
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mediada por fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares, como Interferon-
gama (INF-y), IL-2 e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a). As Th2 secretam IL-
4, IL-5, IL-10 e IL-13, relacionadas com a producdo de anticorpos IgE e reacdes
imunes mediadas por eosinéfilos e mastocitos contra alérgenos e helmintos (VAZ, A.
J.; TAKEI, K.; BUENO, E. C., 2007).

Apés a ativacdo destas duas subpopulacdes, Thl e Th2 influenciam-se
mutuamente e de forma antagbnica. O INF-y e TNF produzido pelas Thl inibe as
Th2, e alL-4, IL-5, IL-6, IL-10 que sao importante na formacdo de
anticorpos, produzida pelas Th2 inibe as Thl (VAZ, A. J.; TAKEI, K.; BUENO, E. C.,
2007).

Acredita-se, atualmente, que uma gestacdo bem sucedida é decorrente de
uma predominancia da atividade Th2, sendo que a Thl poderia ser deletéria para o
desenvolvimento da gestacdo. Estudos em humanos jA& demonstraram uma maior
producdo de citocinas Thl (IL-2 e IFN-gama) e menor producdo de IL-10 em casos
de abortamentos de repeticdo. Sabe-se que a imunidade celular desempenha um
papel crucial na rejeicao a transplantes, enquanto que a geracgéo de citocinas do tipo
Th2 é favoravel a aceitacdo dos mesmos. Apesar da presenca de antigenos do MHC
paternos, o embrido, em gestacdes normais, ndo € rejeitado pelo sistema imune
materno. Acredita-se que, entre outros mecanismos, a resposta Th2 poderia
proteger o embrido contra esta possivel rejeicdo. Contrariamente, citocinas Thi,
como o TNF- , estimulam a apoptose de células trofoblasticas das vilosidades
primarias. O aumento da relacdo Th1/Th2 ja foi observado ndo apenas em casos de
abortamentos de repeticdo, mas também de mudltiplas falhas de implantacdo em
ciclos de fertilizagdo in vitro (VAZ, A. J.; TAKEI, K.; BUENO, E. C., 2007).

Citocinas produzidas por célulaxs Thl ativadas, particularmente II-2 e IFN-_,
também ativam células NK para se tornarem células assassinas ativadas por
linfocina (células LAK). Células LAK séao capazes de matar células infectadas por
virus ou células tumorais de maneira ndo restrita ao MHC. De fato, a
susceptibilidade de células-alvos a morte por células NK e LAK é inversamente
proporcional a expressdo de moléculas de MHC de classe | (ver aula sobre
imunidade inata). Os mecanismos efetores usados pelas células NK e LAK para

matar célulasalvos € similar ao usado pelas LTCs (ex., perforina e granzimas).
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Células NK e LAK sao também capazes de matar células cobertas por anticorpos
(VAZ, A. J.; TAKEI K.; BUENO, E. C., 2007).

Células B néo sao as melhores células apresentadoras de antigenos em uma
resposta humoral primaria; células dendriticas ou macrofagos sao mais eficientes.
Entretanto, com algumas poucas modificacbes o modelo carreador-hapteno de
interacdes célula-célula descrito acima também se aplica para interacdes em uma
resposta humoral primaria. Em uma resposta priméria a célula Th2 encontra primeiro
0 antigeno apresentado pelas células dendriticas ou macrofagos. A célula Th2
“‘iniciada” pode entdo interagir com células B que encontraram antigeno e estao
apresentando peptidios em associacdo com moléculas de MHC classe Il. As células
B ainda requerem dois sinais para a ativacdo — um sinal € a ligacéo do antigeno a Ig
de superficie e o segundo sinal vem do acoplamento CD40/ligante CD40 durante a
interacdo célula-célula de Th2/B. Além disso, citocinas produzidas pelas células Th2
ajudam as células B a proliferarem e se diferenciarem em plasmaocitos secretores de
anticorpos (VAZ, A. J.; TAKEI K.; BUENO, E. C., 2007).

Células Thl e Th2 afetam células diferentes e influenciam o tipo da resposta
imune. Citocinas produzidas pelas células Thl ativam macréfagos e participam na
geracdo de células Tc, resultando em uma resposta imune mediada por células.
Contrariamente, citocinas produzidas pelas células Th2 ajudam a ativar células B,
resultando na producdo de anticorpos. Além disso, citocinas Th2 também ativam
granulécitos. lgualmente importante, cada subpopulacdo pode exercer influéncias
inibitérias uma em relacdo a outra. IFN-_ produzido pelas células Thl inibem a
proliferacdo de células Th2 e 1I-10 produzida pelas células Th2 inibe a producédo de
IFN-_ pelas células Thl. Além disso, embora ndo mostrado, IL- 4 inibe a producao
de células Thl. Assim, a resposta imune é dirigida ao tipo de resposta que é
requerida para lidar com o patdégeno encontrado — respostas mediadas por células
para patdégenos intracelulares ou respostas humorais contra patégenos

extracelulares (VAZ, A. J.; TAKEI, K.; BUENO, E. C., 2007).

As células Natural Killer (NK) também séo importantes na infec¢cado por HPV,
uma vez que ha uma maior concentracdo destas em displasias mais severas. O
interferon de tipo 1, interferon-a (IFN-a) e interferon-B (IFN-B) sao sintetizados pelas

células infectadas e tém atividade antiviral, antiproliferativa, antiangiogénica e
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propriedades imunoestimulatorias que ativam as ceélulas dendriticas imaturas
(THEOFILOPOQULOS et al., 2005). O TNF é sintetizado por macroéfagos e linfécitos T
e possui uma forte atividade antitumoral e antiviral. O Fator de Crescimento Tumoral
B (TGFB) inibe a proliferagao celular, principalmente daquelas células infectadas
pelo virus. A Interleucina 2 (IL-2), do tipo TH1 é muito importante na imunidade
celular, sendo necessaria para respostas efetivas no caso de patégenos
intracelulares, como os virus (VIEIRA et al., 1996; KIM et al., 2000; BOCCARDO et
al., 2010).

Existe uma polarizacdo da resposta imune para o tipo Th2 em mulheres
infectadas por HPV com lesdes de alto risco, sendo que esse desequilibrio pode ter
origem genética (induzido por HLA), adquirida (devido a imunodeficiéncia adquirida)
ou pela oncogenicidade do tipo de HPV encontrado (SCOTT, STITES e MOSCICKI,
1999).

Alguns estudos mostram que o HPV diminui a producédo de TNF, que € uma
citocina pro-inflamatéria. Como h& diminuicdo de TNF, a capacidade de
apresentacao de antigenos das Células Apresentadoras de Antigeno (APCs) diminui
(MAJEWSKI, MALEJCZYK e JABLONSKA, 1996).

Além das células citadas acima, mondcitos e macréfagos também foram
encontrados na mucosa do trato uterino. Em tecidos néo infectados ha um maior
namero de macréfagos em relacdo ao numero de Linfécitos T Citotoxicos (CTLs), ao
contrario do que ocorre em tecidos infectados. Os macrofagos teriam uma
participacdo indireta no controle negativo da transcricdo dos genes das
oncoproteinas E6 e E7, além de fungbes antitumorais em células infectadas por HPV
e transformadas (BANKS et al., 1991).

Alguns virus, assim como as células tumorais, sdo capazes de desenvolver
mecanismos de escape da vigilancia imunoldgica. A proteina E7 do HPV16, p.ex.,
inibe a inducéo de genes ativados por INFa. Na infec¢gao por HPV pode haver pouca
ou nenhuma liberagéo de citocinas pré-inflamatdérias, as quais sado importantes para
a ativacdo das células dendriticas locais. Esses sdo 0s sinais essenciais para
desencadeameto da resposta imune no epitélio escamoso (KUPPER e FULBRIGGE,
2004; BOCCARDO et al., 2010).
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2.1.3 GENES CANDIDATOS A SUSCEPTIBILIDADE OU A
PROTECAO AO DESENVOLVIMENTO DE NICs

Ha evidéncias de que os produtos génicos do virus HPV interfiram no controle
do ciclo celular, levando ao acumulo secundario de anormalidades genéticas. Isso
pode explicar a associacdo entre a persisténcia viral com a progressdo da lesao
causada pelo virus, mas, em muitas pacientes os fatores secundarios (como a
resposta imune) sdo evidentemente importantes (SOUTHERN e HERRINGTON,
1998).

Na Figura 5 esta representada a organizacdo gendmica do HPV que possui
uma regiao controladora de locus(LCR) e genes de expressédo precoce (E) referidos
como E1, E2, E4, E5, E6, E7 e E8- e aqueles de expressao tardia (L), L1 e L2.

Os genes virais E1 e E2 sdo os responsaveis pela replicacdo do DNA viral, a
qual ocorre nas células das camadas basais epiteliais, onde permanecem em
multiplas copias estaveis, garantindo a persisténcia das mesmas nas células do
epitélio proliferativo (HO et al., 1998; LOWY e HOWLEY, 2001).

Dentre os HPV de alto risco oncogénico, os tipos 16 e 18 estdo presentes em
70% dos casos de cancer do colo do utero. J& os HPV 6 e 11, encontrados em 90%
dos condilomas genitais e papilomas laringeos, sdo considerados nao oncogénicos.

Como até entdo, ndao havia sido encontradas alteracdes de sequéncia que
distinguissem com convicdo HPVs de alto e baixo risco, foi sugerido que as
caracteristicas que levam a esta diferenciacdo e consequentemente levam a
proteina a realizar funcbes especificas de E6 de alto risco como a degradacéo de
p53, sdo de ordem estrutural e/ou conformacional. Dessa forma, a integridade da
porcdo N-terminal e dos dominios de ligacdo ao zinco, bem como a regido central
seriam necessarias para manter tal estrutura/conformacdo (ligengenfritz, C. M;
2009).
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Figura 5 — Organizac¢do gendmica do virus do papiloma humano

FONTE: PRENDIVILLE e DAVIES, 2004. Adaptado

O efeito oncogénico do HPV nas células é exercido através de duas
oncoproteinas virais precoces E6 e E7 e parte de E5 dos HPVs de alto risco. As

hY

células infectadas tornam-se geneticamente instaveis devido a interferéncia das
oncoproteinas virais em diversos mecanismos celulares, como o reparo do DNA, o
controle do ciclo celular, o fuso mitético, a apoptose e a estabilizacdo dos telébmeros.
As oncoproteinas virais E6 e E7 sao essenciais na inducdo e manutencao da
transformacao celular devido a sua interferéncia com o controle do ciclo celular e
apoptose (INCASSATI, et al., 2006). A ocorréncia da transcricdo dos genes E6 e E7
é continuamente observada em carcinomas cervicais, sendo essa o primeiro indicio
de um importante papel desses genes na tumorigénese associada ao HPV
(PRENDIVILLE e DAVIES, 2004). Estas oncoproteinas ligam-se a sitios especificos
nas proteinas p53, produto do gene TP53 (tumor protein p53) (WERNESS et al.,
1990) e pRb, produto do gene RBL1 (retinoblastoma 1) (DYSON et al., 1989) levando
a alteracdes no ciclo celular, com proliferagdo celular anormal. Um esquema
simplificado demonstrando um mecanismo de carcinogénese devido ao HPV é

demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 — Mecanismo da carcinogénese por HPV

FONTE: PRENDIVILLE e DAVIES, 2004. Adaptado
NOTA: HSIL: lesdes intraepitelial escamosa de alto risco (NIC Il e NIC Ill); LSIL: lesdes
intraepitelial escamosa de baixo risco (NIC I).

A proteina E6 dos tipos anogenital de alto risco apresentam apenas um fraco
potencial oncogénico na maioria das linhagens celulares estabelecidas e, uma
cooperacdo com a proteina E7 é requerida para uma capacidade completa de
transformacao e imortalizacéo celular (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

O mecanismo de acdo da proteina E6 € através da inibicdo da proteina p53,
uma proteina supressora de tumor, aumentando a sua degradacéo através da via da
ubiquitina. A atividade supressora tumoral de p53, que normalmente levaria a célula
alterada a apoptose, é perdida quando ha a ligacdo da oncoproteina E6 ao
complexo protéico denominado proteina ligase associada a E6 (E6AP), um membro
da familia E3 de ubiquitinas ligases, que somente liga-se a p53 quando esta esta
associada a E6 (WERNESS, et al.1990; THOMAS e BANKS 1999;
HENGSTERMANN et al., 2001; MANTOVANI e BANKS, 2001). A maioria das
proteinas E6 dos HPVs de baixo risco ndo se liga a proteina p53, e nenhuma delas
induz a sua degradacdo (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

Como consequéncia da infeccdo pelo HPV, pode haver, portanto, uma

permanente proliferacdo das células devido ao defeito na funcdo de p53. Essa
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interferéncia em p53 faz com que essa proteina passe a ndo mais possuir a
capacidade de responder aos danos no DNA através de uma interrup¢do no ciclo
celular ou com o desencadeamento de morte celular programada (apoptose)
(STUBENRAUCH e IFTNER, 2009).

A oncoproteina E7 é uma pequena fosfoproteina nuclear, o gene E7 é o
principal oncogene transformante dos HPVs, agindo através da ligacdo de seu
produto protéico com proteinas da familia supressora tumoral pRb, que, pela
interacdo com a familia E2F dos fatores transcricionais, controla a replicacao celular
(BOYER, WAZER e BAND, 1996). Essa interacdo induz multiplas respostas
celulares, incluindo mecanismos que estabilizam p53, a qual, ndo controla a
proliferagao celular (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

O gene do retinoblastoma (RB1) € um importante gene supressor tumoral
que esta deletado ou mutado em muitas linhagens celulares tumorais. O produto do
gene RB1, a proteina pRb e os membros de sua familia, p107 e p130 s&o alvos da
oncoproteina HPV E7 (KLINGELHUTZ et al., 1996).

Variantes alélicas HLA-I tém sido reportadas como possivel influéncia no CC
e, a presenca de alguns alelos HLA-II especificos pode ser muito importante na
definicAo do risco de desenvolver o CC (SOUTHERN e HERRINGTON, 1998,
MARTIN et al., 2010). No caso do HLA-A1 (MONTOYA et al.,, 1998), HLA-B44
(BONTKES et al.1998) e HLA-B7 (DUGGAN-KEEN et al., 1996), associa¢cbes
negativas foram descritas com os mesmos. Além disso, tem sido reportada a
existéncia de variantes do HPV16 com mutacées em E6, que afetam os motivos de
ligagéo ao peptideo nas moléculas HLA-A2 e HLA-B7, sugerindo que a auséncia de
epitopos restritos a CD8, permite ao virus escapar da resposta imune e da
imunovigilancia (ELLIS et al., 1995).

Alteragdes nos dominios ou modulos funcionais das proteinas HLA de Classe
| podem causar uma diminuicdo da sua afinidade de ligar e apresentar peptideos
virais, 0 que contribuiria para a persisténcia do HPV no hospedeiro. Além disso, as
citocinas TNF, LTa e IFN-y, importantes moduladoras da resposta inflamatdria, e
que participam na imunidade contra o HPV, podem aumentar a expressdo de

moléculas HLA de classe | de superficie celular de células endoteliais (JOHNSONS
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e POBER; 1990), o que poderia influenciar também na eficiéncia da resposta imune
dirigida ao virus.

Além disso, no que se refere a imunovigilancia mediada por células NK, a
cadeia pesada das proteinas HLA-C, HLA-G , HLA-B (al6tipos Bw4) e algumas HLA-
A expressam epitopos especificos, formando ligantes gue interagem com
receptores KIR. Essa interagcdo € conhecida por proteger células saudaveis da
destruicdo espontanea causada pela citolise mediada por células NK. A interacao de
receptores KIR ativadores com al6tipos HLA de Classe | pode estimular essa
atividade citolitica (CARRINGTON e NORMAN, 2005), que resulta na citdlise de
células alvo infectadas por virus ou células neoplasicas. (HAREL-BELLAN et al.,
1986; MORETTA et al., 1990, GAUDIERI et al., 2005).

Os receptores de membrana codificados por esses genes conferem uma
especificidade na citdlise de células alvo (infectadas por virus ou células
neoplasicas) mediada por células NK (HAREL-BELLAN et al., 1986; MORETTA et
al., 1990, GAUDIERI et al., 2005). Essa especificidade se da por meio da interacdo
de receptores inibidores KIR com epitopos presentes em certas moléculas HLA de
classe I. Essa interacdo é conhecida por proteger células saudaveis da destruicéo
espontanea causada pela citélise mediada por células NK. Entretanto, a interacao de
receptores KIR ativadores com alotipos HLA-I pode estimular essa atividade citolitica
(CARRINGTON e NORMAN, 2005).

2.2 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE HUMANO

A regido gendmica referida como Complexo Principal de Histocompatibilidade,
(do inglés, MHC para Major Histocompatibility Complex) foi pela primeira vez
identificada em linhagens endogamicas de camundongos. Aos genes ai presentes
foi atribuida a codificagdo de produtos moleculares associados a aceitacao/rejeicdo
de tecidos transplantados entre essas linhagens (ZINKERNAGEL e DOHERTY,
1979 apud ALBERTS et al., 2002). Por essa razao, a regiao e 0s genes correlatos

foram nominados genes de histocompatibilidade (McDEVITT, 2000).
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Na espécie humana, o MHC é referido pela sigla HLA ( do inglés, Human
Leucocyte Antigen) ou Antigeno Leucocitario Humano e ocupa uma regido de
aproximadamente 3 500 kb situada no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3)
(ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Os loci génicos que compdem o MHC humano, cuja logo é HLA, sao bem
caracterizados. O Sistema génico HLA, evoluiu nas populagdes humanas com uma
imensa diversidade de variantes alélicas. Codificam isoformas protéicas,
codominantemente expressas, que ajudam a lidar com a diversidade estrutural de
patdgenos e antigenos e apresentam propriedades estruturais, funcionais e
imunoldgicas similares. S&do referidas como aloantigenos em funcdo de seu
potencial imunogénico (ABBAS e LICHTMAN, 2005).
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Figura 7 - Mapa do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) humano. FONTE: Sociedad
Latinoamericana De Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia Y Nutricién, 2006. Adaptado.

Os genes situados nessa regido do genoma sao classificados em:

Genes da regido HLA de Classe | classicos (la) ) HLA-A, HLA-B e HLA-C,
sdo polimdérficos e apresentam um numero extenso de variantes alélicas, 2 365,

3015 e 1849, respectivamente (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html , em 13
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/09/2013).Codificam proteinas nominadas também como HLA-A, HLA-B e HLA-Cw,
presentes em todas as células nucleadas. Os genes HLA de Classe | néo
classicos (Ib), HLA-E, HLA-F e HLA-G possuem poucos variantes alélicas em
comparagdo com 0S genes HLA-la, 13, 22 e 50, respectivamente,
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html , em 13 /09/2013) e sdo de expressao

restrita a certos tipos celulares, tais como trofoblasto e algumas células epiteliais

timicas.

As proteinas de Classe | sdo constituidas por um polipeptidio a, que contem
trés dominios (a1, a2 e a3) e, compdéem a estrutura tridimensional da molécula HLA
associando-se com um outro polipeptideo, 2m, codificado por gene de mesmo
nome situado no cromossomo 15 (TROWSDALE, 1987) .

Peptideos antigénicos (8 a 11 aminoacidos) sdo acomodados na fenda
extracelular, formada pelos dominios a1 e a2 da cadeia pesada a das proteinas
HLA-la e apresentadas a linfécitos T CD8*. A cadeia se estende formando o
dominios a3, que interage com a 2m, seguindo-se 0s dominios transmembranicos
e citoplasmaticos A ligacdo do co-receptor CD8 dos linfécitos T ocorre no dominio
az das moléculas HLA de Classe | (McDEVITT, 2000 , RAMMENSEE, BACHMANN
e STEVANOVIC, 1997, LEE et al., 1995; DIEHL et al., 1996).

Genes da regidao HLA de Classe II: HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DZ/DO e HLA-
DP codificam proteinas de classe Il de mesmo nome, presentes na superficie de
linfécitos T, linfécitos B e APCs, tais como macréfagos e células dendriticas. Esses
produtos protéicos sdo heterodimeros constituidos por um polipeptideo a, com dois
dominios (a1 e a2), e um peptideo B, também com dois dominios (B1 e B2)
(TROWSDALE, 1987). As proteinas HLA de Classe Il apresentam peptideos
exogenos (12 a 18 aminoacidos ) para linfocitos T CD4" .A ligacdo do co-receptor
CD4 dos linfocitos T CD4+ ocorre no dominio (3, das moléculas MHC de Classe Il
(CRESSWELL, 1994; ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Genes da regiao de Classe lll, embora conhecidos como HLA de Classe lll,

nao cofificam proteinas HLA, cuja atribuicdo é especifica do sistema génico HLA de


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html

41

Classe | e Il, dentre os quais se encontram situados. Os genes de Classe |l
compdem uma variedade de genes, em sua maioria relacionados a fungfes imunes,
tais como, LTA, TNF e LTB, que codificam citocinas e C2, BF e C4B que codificam
proteinas das vias classica e alternativa do sistema complemento, entre outros
(CARROLL et al., 1985).

221 O GENE HLA-G: UM COMPONENTE NAO CLASSICO DO
COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE HUMANO

Na década de 80 trés novos genes HLA de Classe | foram descobertos e
designados como genes HLA de Classe | ndo classicos (Ib), compreendendo os
seguintes genes: HLA-E (KOLLER et al., 1988), HLA-F (GERAGHTY et al., 1990) e
HLA-G (GERAGHTY et al., 1987). Muitas caracteristicas distinguem o0s genes
classicos daqueles referidos como néo classicos, ou seja, HLA-G, -E e —F. Esses
altimos possuem caracteristicas que favorecem a tolerancia imunolégica (SULLIVAN
et al., 2006; CAROSELLA et al., 2008a.). Com excec¢do de HLA-E, HLA-G e HLA-F
possuem diferentes mecanismos regulatérios, o que determina uma distribuicao
restrita em determinados tecidos (KOLLER, 1988; GERAGHTY, 1993; MEGRET et
al., 2007).Além disso, exibem um nuamero reduzido de variantes alélicas quando

comparados com os genes de Classe | classicos.

Em 1987, Daniel Geraghthy e colaboradores clonaram uma seqiéncia
gendmica ndo MHC de Classe la (HLA-A, HLA-B, HLA-C) localizada num fragmento
de restricdo de 6.0 Kb, razéao pela qual foi referida inicialmente como HLA-6.0. Mais
tarde foi designada HLA-G por apresentar organizacdo génica semelhante aos
genes HLA classe | classicos: oito exons, sete introns e uma regido 3’'UTR. Todavia,
observou-se no sexto exon de HLA-G um cédon de término de traducédo, que resulta
numa proteina com um segmento citoplasmatico com apenas seis aminoacidos,
contrastando com as outras proteinas HLA de Classe | classicas, que apresentam
aproximadamente 30 (trinta) aminoacidos nessa regido altamente conservada da
proteina. O polimorfismo do gene HLA-G é reduzido, apresentando 50 variantes
alélicas. Sete SNPs principais situados na sequéncia codificadora dos genes HLA-G

definem as principais familias alélicas, que codificam (HVIID et al., 2006).



42

Charlie Loke, juntamente com Shirley Ellis e Susan Kovats, e seus
respectivos colaboradores foram os primeiros a identificar a molécula de HLA-G em
citotrofoblastos extravilosos, classificaram o HLA-G como um gene que codifica
moléculas de classe | ndo classicas. (ELLIS et al., 1990; KOVATS et al., 1990).

Anos mais tarde, Phillippe Le Bouteiller confirma que HLA-G é expresso em
toda a interface materno fetal como: células trofoblasticas invasivas, células do
endotélio vascular fetal, células do &mnion e do liquido amniético (LE BOUTEILLER
et al., 1999), sendo que sua auséncia esta relacionada a abortos espontaneos (XEU
et al., 2007). Seu importante papel na interacdo materno-fetal, através da ligacao
aos receptores inibidores das células NK, especificamente ao receptor KIR2DL4,
LIR-1 e LIR-2, ou interagindo com a molécula HLA-E, que se liga ao receptor
CD94/NKG2, foi descrito posteriormente por Navarro et al., 1999. A molécula de
HLA-G é também observada em individuos saudaveis com expressao basal da
proteina em sitios imunoprivilegiados, como por exemplo, o timo (CRISA et al.,
1997), a cérnea (LE DISCORDE et al., 2003), o pancreas (CIRULLI et al., 2006) e
precursores eritrdides e endoteliais (MENIER et al., 2004).

A porcdo externa da proteina HLA-G € composta pelos dominios a1, a2, e
a3, codificados pelos éxons 2, 3 e 4, respectivamente, sendo que os dominios a1 e
a2 contribuem para estruturar a fenda de ligacdo ao peptideo. Est4d ancorada na

membrana celular pela regido transmembrana, a qual é codificada pelo éxon 5.

A semelhanca dos antigenos MHC de Classe | classicos onde certos residuos
de aminoacidos estdo em posicbes conservadas e situam-se em posicdes
estratégicas para interacdo com linfocitos T CD8+, essas regibes conservadas
também s&o observadas na proteina HLA-G e HLA-E (GAO et al., 1997).

Dentre as proteinas HLA de Classe |, HLA-G é especial, pois é expressa em
sete diferentes isoformas presentes na interface materno-fetal-trofoblasto, bem como
em alguns tipos celulares. Das sete isoformas de HLA-G, 4 sé&o ligadas a membrana
(HLA-G1,-G2,-G3,-G4) e 3 sao isoformas soluveis (sHLA-G5,G6,G7), geradas por
processamento (splicing) alternativo do mRNA, que retém o intron 4. O transcrito
maduro resultante possui um cédon de término de traducdo prematuro (UGA), que
codifica uma proteina sem a regido responsavel pela ligacdo da molécula a

membrana (BLASCHITZ et al., 2005) onde ficam retidos os introns 4 ou o intron 2
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(isoforma G7), que resulta na perda do dominio transmembrana (HVIID, 2006;
CAROSELLA et al., 2008b).

HLA-G1 é a isoforma protéica completa, cuja estrutura mais se assemelha a
das moléculas HLA classe | classicas (LE MAOULT et al., 2003). Apresenta uma
porcado extracelular estruturada pelos dominios a1, a2 e, a3, que se estende na
regido transmembrana codificada pelo éxon 5. Apresenta uma cauda citoplasmatica
curta com 6 amino&cidos, que resulta de um cédon prematuro de término de leitura,

presente no éxon 6 que codifica essa regido (GERAGHTY et al., 1987).

Os transcritos HLA-G2, -G3, e -G4 excluem o éxon 3, 0s éxons 3 e 4 e 0 éxon
4 respectivamente, gerando isoformas truncadas que retém somente o dominio a1
para isoforma -G3, o dominio a1 e a3 para -G2 e o dominio a1 e a2 para —G4, todos
ancorados as células pela regido transmembrana (PAUL et al., 2000; CAROSELLA,
et al.,, 2003). A isoforma -G5 retém os dominios extracelulares a1, a2 e, a3. A
inclusdo de um cédon de término de leitura presente no intron 4, determina a
versao soluvel, assim como aquela da isoforma -G6, que ndo expressa o dominio
a2 (FUJIL, et al., 1994; PAUL et al., 2000). O mesmo ocorre com -G7, que possui um
codon de término de leitura presente no intron 2 (PAUL et al., 2000). Figura 8.

A clivagem proteolitica da isoforma HLA-G1 gera moléculas solluveis HLA-
G1, denominadas shed HLA-G1 (HLA-G1s) (ROUAS-FREISS et al., 2007;
CAROSELLA et al., 2008a). E importante notar que todas as isoformas da molécula
HLA-G possuem o dominio a1 e que no dominio a3 situam-se 0s epitopos ligantes
para receptores LIR-1 e LIR-2, funcionalmente relacionados aos receptores
inibidores KIR de células NK (HVIID et al., 2006).

A ligagdo de LIRs ou KIRs nas moléculas de classe | resulta em sinais
inibidores da ativacdo de células NK. Esta possivel funcdo é distinta daquela
exercida pela regiao a3 nas moléculas de classe | classicas, que € interagir com a
B2m e também servir de ancoragem para o co-receptor CD8+ de linfocitos T(LEE et
al., 1995; DIEHL et al., 1996).

Bjorkman et al., em 1987, definiram 15 amino&cidos na molécula HLA-G que
possivelmente interagiam diretamente com o receptor de célula T CD8+, e expostos
no dominio de interacdo como TCR, dos quais, dois sdo muito polimérficos, seis
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moderadamente polimérficos e sete conservados. Dentre esses ultimos, seis sdo
idénticos entre HLA-A2 e HLA-G. Entre tanto, a auséncia da molécula HLA-A para
interagir com os receptores de células T no trofoblasto, e a presenca de moléculas
HLA-G, séo sugestivos de que a proteina traduzida de HLA-G participe de uma via
de lise de células. Essa via € mediada por células NK, através da interagdo com
receptores KIR (KIR4DL4) expressos na membrana das células NK (KOVATS et al.,

1990), o que poderia resultar na tolerancia fetal pelo organismo materno.

T T T T 1
0 1 2 3 4 kb
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Figura 8: Estrutura e composi¢éo das isoformas do HLA-G.
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Representacé@o esquematica do transcrito primario de HLA-G e das multiplas isoformas. (A) O
transcrito priméario de HLA-G é homoélogo ao da molécula HLA de classe |, porém contém um cédon
prematuro de término de leitura presente no éxon 6, logo apés a sequéncia codificadora do dominio
transmembrana. (B) O splicing alternativo do transcrito primario leva a sete isoformas da proteina: as
isoformas truncadas sdo geradas pela exclusdo de um ou dois éxons codificadores de dominios
globulares, enquanto a traducéo do intron 4 ou do intron 2 leva a isoforma sollvel, que perde o
dominio transmembrana. FONTE: CAROSELLA et al., 2008b; HVIID et al., 2006.
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2.2.2 MOLECULA HLA-G E A EVASAO DA RESPOSTA IMUNE
TUMORAL

Moléculas solaveis HLA-G (sHLA-G) sdo encontradas no sangue periférico de homens e
mulheres saudaveis, no sangue do corddo umbilical e no fluido amniético; sendo
consideradas como mediadoras da tolerancia imunoldgica e principalmente da tolerancia
materno-fetal (REBMANN et al., 2001). Sua expressao ou 0 grau com que se expressa
em alguns tecidos ou exossomas derivados do tumor, talvez esteja relacionada a
subverter a resposta imune, favorecendo o escape tumoral e inibindo o ataque das
células tumorais medido pelas células NK e linfocitos T citotoxicos e células
apresentadoras de antigenos (APCs) (ROUAS- FREISS et al., 2005).

Existem tecidos tumorais onde sua expressao esta ausente, tecidos em que a
expressdo da molécula é mediana e tecidos em que a expressdo é relativamente
alta, podendo até ser expresso nas células infiltrantes do tumor (CAROSELLA et
al.,2008a), tanto na forma soluvel como ligado a membrana (RITEAU et al., 2003;
ROUAS-FREISS et al., 2005).

Na estratégia de inibicAo estdo envolvidos o0s receptores inibitorios ILT
(Immunoglobulin-Like Trascritp), ILT-2 (LILRB1/CD85j), ILT-4 (LILRB2/CD85d) e
também ao KIR2DL4 (CD158d) (killer-cell immunoglobulin-like receptor, 2 domains,
long cytoplasmic tail, 4) (Figura 9) que €& um receptor especifico para HLA-G
(CAROSELLA et al., 2003; SHIROISHI et al., 2003; LE MAOULT et al., 2005).

A presenca das isoformas HLA-G1 e de HLA-G5 sao capazes de induzir o aumento
da expresséao de seus proprios receptores, ILT2 e ILT4 na APC, ILT2 e KIR2DL4 em
células NK, e ILT2 e KIR2DL4 em linfocitos T CD4+, mas ndo em linfocitos T CD8+
(LE MAOULT et al., 2005). Estes dados mostram que a molécula HLA-G é capaz de
alterar o equilibrio do balanco de sinais de inibicdo/ estimulo, favorecendo assim a
inibicAo de sinais, e aumentando os limiares de ativacdo para estas células
(ROUAS-FREISS et al., 2007).

De forma semelhante aos tumores, 0s virus desenvolvem estratégias para escapar
do sistema imune. Induzindo a expressdo da molécula de HLA-G por células

infectadas,esse pode ser um mecanismo adicional que o ajude a subverter as
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defesas do hospedeiro, como demonstrou Donaghy e colaboradores que verificaram
gue os niveis de HLA-G soluvel sdo maiores em individuos portadores do HIV
(DONAGHY et al., 2007).

Em algumas doencas auto-imunes e inflamatorias foi observada a presencga de HLA-
G, mostrando que a molécula pode contribuir para a reducéo da antigenicidade das
células envolvidas nestas patologias (WIENDL et al., 2005; DIEPSTRA et al.,2008).

Estudos indicam que a expressdo de HLA-G por tecidos transplantados pode
favorecer a sobrevida do enxerto e ainda pode indicar que a molécula pode ser
usada para monitorar pacientes transplantados que aceitam os enxertos, podendo
beneficiar-se com a reducdo do tratamento imunossupressor, devido as
caracteristicas imunoldgicas apresentadas pela molécula HLA-G (LEMAOQULT et al.,
2003; QIU et al., 2006).

HLA-G receptors
ILT2 ILT4  KIR2DL4 CD8

< |g domains < >

§mm <
Tyr-based
motifs
s
Expression
NK some - -1 some
CD8+ T cells some - some +
CD4+ T cells some - . =
B cells + = . -
Monocytes/MF + + - -
DC + + i i

Figura 9. Representacdo esquemaética da atuacdo de HLA-G através de sua ligacdo aos receptores
inibitérios. Receptores ILT (Immunoglobulin-Like Trascrip), ILT-2 (LILRB1/CD85j), ILT-4
(LILRB2/CD85d) e também ao KIR2DL4 (CD158d) (killer cell immunoglobulin-like receptor, 2
domains, long cytoplasmic tail, 4) que sao expressos diferencialmente por células do sistema imune.
(CAROSELLA, 2008b).
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A isoformas HLA-G5 exibem propriedades inibitérias de células mediadoras
de lise celular tais como células NK e LT CD8+, por sua ligacdo com receptores
inibitorios presentes nessas células, como o HLA-G1 (CAROSELLA et al., 2003).

Por outro lado, existem relatos de que a molécula HLA-G5 pode induzir a
apoptose de LT CD8+ ativados através da ligacdo de receptores Fas/ Fas ligante de
LT CD8+ e CD8. Além disso, HLA-G5 naturalmente produzida por LT CD4+
aloreativos, inibe a resposta proliferativa destas células, também exercendo o seu
efeito inibitorio através de um mecanismo de retroalimentacdo (CAROSELLA et al.,
2003).

A isoforma HLA-G5 influencia a liberacdo de citocinas de células
mononucleares de sangue periférico, estimulando a liberacdo de IL- 10, TNF-a, e
IFN-y. As isoformas solUveis podem ter uma relevancia particular, in vivo, uma vez
que exercem as suas fun¢des no ambiente proximo ao local de origem e/ ou em
sitios distantes, devido a distribuicéo através do sistema circulatorio (CAROSELLA et
al., 2003). Neste sentido, HLA-G tem sido responsavel por modular a liberacdo de
citocinas a partir de sangue periférico e de células mononucleares em direcao ao
perfil Th2 (ROUAS-FREISS et al., 2005).

Vérias citocinas podem induzir a expressao de HLA-G, tais como GM-CSF
(Fator Estimulador de Colbénia de Granulécitos-Macrofagos), interleucina (IL)- 10,
IFNs (Interferons), e LIF (fator inibitorio de leucocitos) (CAROSELLA et al., 2003;
ROUAS-FREISS et al., 2007). A presenca de IL-10, que é secretada por células de
linfoma cutaneo, é responsavel por induzir a expressdao HLA-G in vitro e in vivo
(UROSEVIC et al, 2002), e no caso do cancer de pulmdo, a IL-10 aparece
fortemente associada a expressdo de HLA-G. Devido a estas propriedades
imunossupressoras, HLA-G juntamente com a IL-10 podem contribuir para a

evasdo de células malignas da imunovigilancia (UROSEVIC et al., 2002).

Tanto IFN-B como IFN-y, parecem reforcar a expressdo de HLA-G na
superficie celular in vitro e in vivo (CAROSELLA et al., 2003; MITSDOERFFER et al.
2005). Esta mudancga fenotipica pode conferir imunoprotecdo as células tumorais,
facilitando a propagacao tumoral no hospedeiro. Sendo assim, a administracao de

IFNs para imunoterapia de doencas malignas apresenta um potencial efeito colateral
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para 0 aumento da regulacdo positiva da expressdo de HLA-G no local do tumor
(ROUAS-FREISS et al., 2007; CAROSELLA et al., 2008a).

A interacdo da molécula HLA-G com varios receptores presentes em células
do sistema imune, ndo se mostrava suficiente para explicar o mecanismo de escape
tumoral dependente de HLA-G. Assim, demonstrou-se que células NK ativadas
obtem a molécula HLA-G presente nha membrana de células tumorais por meio de
um mecanismo denominado trogocitose. Quando isso ocorre , as células NK mudam
o0 seu comportamento funcional de células de lise para células reguladoras de
células tumorais (células alvo), protegendo-as. A trogocitose de HLA-G1 também
representa um novo mecanismo de geracdo da regulagdo celular: uma delas nao
envolve a maturacdo de células regulatérias de vida longa, e outra que envolve a
conversdo direta e imediata de células efetoras em células que adquirem,
temporariamente, efetiva funcdo regulatéria in situ e proporcionando assim uma

supresséao imunoldgica local de emergéncia (CAROSELLA et al., 2008b).

2.2.3 POLIMORFISMOS DO GENE HLA-G
2.2.3.1 Polimorfismos da regido codificadora.

Até a presente data, estdo registrados no IMGT/HLA, 50 alelos, 16 proteinas
e 2 alelos nulos de HLA-G (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html , em 13 /09/2013.

A tabela 2 mostra a relacdo de alguns alelos ja descritos de HLA-G, entre eles
o alelo HLA-G*01:05N que apresenta uma delecéo de citosina no exon 3, resultando
em alteracdo na matriz de leitura (VAN DER VEN et al, 1994), e na producéo de
uma molécula HLA-G1 truncada. No codon 110 do exon 3, ocorre também uma
substituicdo ndo sinbnima (alteracdo de aminoacido) que resulta no alelo G*01:04
(revisado por HVIID, 2006), enquanto no exon 2 o alelo G*01:03 apresenta uma
substituicdo silenciosa de base, quando comparado a G*01:01 e G*01:02, porém
ndo se descarta um possivel codon de parada upstream a esta variagdo nucleotidica
(REBMANN et al., 2001). Outra substituicdo de aminoacido resulta na alteracdo no
codon 258 do exon 4, formando o alelo G*01:06 (revisado por HVIID, 2006).


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html
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Tabela 2. Polimorfismos de DNA definindo os alelos de HLA-G. Fonte: HVIID et al., 2006.

2.2.3.2 POLIMORFISMOS EM SIiTIOS REGULADORES E EXPRESSAO DOS
GENES MHC IA

Os genes MHC de classe | e Il apresentam similaridades em suas regides
promotoras. Linhagens celulares de pacientes deficientes em moléculas MHC de
classe Il demonstraram também reduzida expressdo das moléculas de classe |,
sugerindo que a regulacao da expresséo dos genes de Classe | estaria sob acéo
dos mesmos fatores transcricionais que controlam a expressao génica de MHC
classe Il (SABATIER et al., 1996).

Na regido promotora dos genes MHC de Classe | (Figura 10) situam-se 0s
seguintes elementos reguladores em cis, 0os quais estdo menos representados na

regidao promotora dos genes MHC |b ou néo classicos:

» Sequéncias CCAAT e TATA box que compdem o Complexo Basal de

Transcricao ;
» Elemento intensificador B

» Sitio a
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» Elemento de resposta ao interferon (ISRE)

» Elemento intensificador A (kB2 e kB1) B

MHC class | promoter structure

kB2 «B1
—_— - H i

EnhancerA ISRE site ¢« Enh.B CAAT TATA

Figura 10. Estrutura do promotor do genes MHC la .Fonte: GOBIN et al. (1998).

O ativador de transcricdo de classe Il (CIITA) apresentou atividade nos
promotores de classe | através de sua ligacdo as sequéncias do Sitio a, que
também pode ligar proteinas da familia dos fatores transcricionais ATF/CREB
(GOBIN et al., 1997a).

Ha, adjacente e a jusante (upstream) ao sitio a no promotor de MHC classe |,
uma sequéncia homéloga ao box X2, além das sequéncias homdlogas ao box W/S,
presente no promotor de MHC classe Il. O Box CCAAT invertido presente no
enhancer B (enhB) no promotor MHC classe | € idéntico ao box Y do promotor de
classe Il (VAN DEN ELSEN et al., 1998a).

O complexo ATF/CREB-sitio-a e a sequéncia 3’ flanqueadora da sequiéncia
de resposta ao interferon (ISRE, do inglés Interferon Specific Regulation Element)
Sao cruciais para os elementos regulatorios upstream no promotor do MHC classe |I.
Além das sequéncias ou elementos controles ja citados, também existe a sequéncia
TATA, alvo da ligagdo e posicionamento do complexo basal de iniciagdo da
transcricdo (VAN DEN ELSEN et al., 1998a).
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2.2.3.3 ELEMENTOS REGULATORIOS DA EXPRESSAO DE HLA-G

Os elementos regulatérios presentes e conservados no promotor do MHC
classe | classico, enhancer A (enhA), ISRE, o sitio a e enhB (BLANCHET et al.,
1992), ndo se apresentam conservados nas regides reguladoras dos genes MHC
classe | nao-classicos, o que poderia modificar a afinidade pelos fatores
transcricionais e suas subunidades (VAN DEN ELSEN et al., 1998b). No promotor
de HLA-G, o enhA esta rompido e o ISRE deletado (GERAGHTY et al., 1987), o sitio
a e 0 box Y também divergem da seqUéncia apresentada nos promotores dos genes
classicos (BOSS, 1997; GOBIN et al., 1998) e ha uma regido upstream ao exon 1
que direciona a transcricdo especifica de HLA-G, regido 1.1kb muito investigada
como candidata a regulacéo tecido especifica da expressao de HLA-G (SCHMIDT et
al., 1993).

Devido a variagbes nos sitios kB1 e kB2 dos diferentes loci do MHC I, estes
fatores interagem como homodimeros ou heterodimeros, resultando em diferentes
efeitos sobre a regulagdo da transcricdo destes genes. Sendo que, os sitios kB
presentes no gene HLA-G ligam-se apenas ao homodimero p50. Como
consequéncia da sequéncia rompida no enhA, a expressdo de HLA-G, pode
apresentar propriedades de ligacdo alteradas ao se ligar apenas a subunidade p50
(GOBIN et al., 1997b), um dos 5 membros da familia NF-kB juntamente com
p65,p52, c-Rel RelB, que interage em dois sitios de ligacdo na sequéncia completa
do enhA (THANOS E MANIATIX, 1995).

Os elementos kB presentes no intensificador A dos genes MHC classe |
parecem ser também sequéncias alvo potenciais para proteinas dedo de zinco, tais
como MZF1, ZFX, e ativadoras coletivamente referidas como as MBP-1 e MBP-2,
porém o papel destas proteinas permanece obscuro (TIENG et al., 2002). Sendo
assim, o intensificador A parece desempenhar um importante papel na expressao

constitutiva e induzida por citocinas de genes MHC classe | (TIENG et al., 2002).

A sequéncia ISRE possibilita a regulacdo da expressao basal ou induzida de

genes MHC de Classe | e Il pela interagcdo com o interferon-y (IFN-y) (GOES et al.,
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1995). Isso ndo acontece no promotor de HLA-G que, por apresentar o modulo S-X-

Y alterado, ndo responde a esta citocina e nem ao CIITA (TIENG et al., 2002).

Conforme o intensificador A, um numero de ativadores ligantes ao ISRE pode
ser observado. O fator regulador de interferon-1 (IRF-1) atua como um ativador de
transcricdo de HLA-G (HOBART et al.,, 1997) e tem funcédo antagbnica a IRF-2 e
ICSBP (NELSON et al., 1993). Por apresentar afinidade também pelo ISRE sugere-
se uma possivel regulacdo da expressdo génica de HLA-G através de outros
elementos regulatorios, tais como sitios adicionais de resposta a IRF-1 e 2, ICSBP e
ISGF3 e possiveis sitios de ligacdo para proteinas com modulos transativadores tipo
“dedo de zinco”. No entanto HLA-G néo é regulado por ZFX (GOBIN et al., 1998).

O IFN-y ativa a transcricdo dos genes MHC classe | de forma indireta. O
mesmo induz por meio da via JAK/STAT de transducéao de sinal a expressao do
gene IRF-1. O produto do gene IRF-1 subsequentemente se liga ao elemento ISRE
no promotor dos genes MHC classe |, mediando assim a inducdo da expressao de
genes MHC | por IFN-y (ELSEN et al., 1998).

O mébdulo SXY possui as sequéncias S, X (que sdo 0s meio - sitios X1 e X2) e
Y, as quais sao ligadas de forma cooperativa por complexos protéicos (RFX,
CREB/ATF e NFY). Em especial o0 HLA-G possui S e X1 homdlogas aos genes
classicos MHC de classe |, porém Y e X2 sdo divergentes, por este motivo HLA-G
nao € induzido por CIITA nem por RFX5 (SOLIER et al., 2001).

Sucessivamente mais trés potenciais sitios CRE/TRE regulatérios foram
revelados para o gene HLA-G, (CRE-1380, CRE-930, CRE-770), os quais estao

localizados na sua regido promotora (HVIID, 2006).

A ativacdo da expressdo induzida pelo INF-B pode estar associada a um
elemento funcional localizado a -746 pares de bases do ATG inicial, no promotor do
gene HLA-G (LEFEBVRE et al., 1999).

O perfil de metilagdo pode funcionar como uma forma de silenciamento dos
genes MHC classe | classicos no trofoblasto, mas ndo ha evidéncias de
dinucleotideos das ilhas de CpG metilados no promotor destes genes no trofoblasto
in vivo (LE BOUTEILLER et al., 1996)
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Na regido promotora do HLA-G (Figura 11), localizada entre as posicoes -486
e -477, sequéncias reguladoras em cis (HSE) que atuam como sitio de ligacédo para
o fator transcricional HSF1, (IMBRAIM et al., 2000). A sequéncia HSE constitui-se de
repeticbes pentanucleotidicas (nGAAnN), arranjadas em orientacdo alternativa, e
estdo presentes na regido promotora de genes que codificam para proteinas de
choque térmico. (YAMAMOTO et al., 2005). Estes elementos ndo estdo presentes
nas regides promotoras de HLA-A, -B, -E e -F (IMBRAIM et al., 2000; RIZZO et al.,
2009a).

CREB1
ATF1 CREB1 p50 ps5o
c-Jun CREB1 ATF1 IRF1 Spl Spl

L J 1

CRE .  CRE,, CRE_ ISRE_ .  enhAISRE  SXY

CS | R = ns

CIITA
IRF1 CREB O
NF-kB RFX  NFY

@Q_C,&Lr: HLA-B

-208

enhA ISRE SXY

Figura 11. Regido promotora do gene HLA-G. Fonte GOBIN, 2009

Importantes polimorfismos estdo presentes nas regides reguladora 5’ e na regiao 3’
nao traduzida (5’URR e 3'UTR, respectivamente) sendo associados com a regulagao

génica e niveis de expressdo de HLA-G (HVIID et al., 2006).

Observactes dos SNPs em regides promotoras de varios genes humanos
descrevem gue estes SNPs ocorrem com maior freqiiéncia em regifes préximas ao
sitio de inicio da transcricdo. Nestas regides estdo localizadas as sequéncias alvo de
ligacdo de fatores transcricionais e, sua alteracdo pode impactar na expressao
génica, influenciando o nivel de transcricdo dos seus respectivos genes (OBER et
al., 2003).
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A regido promotora 5’"URR de gene HLA-G apresenta 31 SNPs (HVIID et
al,1999; OBER et al 2003). Estes sdo encontrados na regido reguladora de locus e
tecido especifica (LCR/TSRE), como numa regido HSE, e em sitios de ligacdo com

fatores transcricionais (OBER et al., 2003).

Na posicédo -725 observa-se a troca de bases Citosina por Guanina ou por
Timina (OBER et al., 2003). A troca por Guanina foi relacionada a regulacédo da
expressdo de HLA-G, uma vez que existe na posicdo -726 uma Citosina. Quando da
ocorréncia do citado polimorfismo (-725G) observa-se uma alteracdo no perfil de
metilacdo dos dinucleotideos CpG. Relatou-se que a maioria das células que portam
0 alelo -725G apresentavam -726C metilado, o que poderia influenciar a ligacao de
IRF-1 no elemento regulatério especifico de interferon, localizado a
aproximadamente 10 pares de bases 3’ dessa posigao polimérfica (LEFEBVRE et
al., 1999; OBER et al., 2003).

Na posicéo -201, observa-se a troca de Guanina por Adenina nos alelos HLA-
G*01:01:02, G*01:01:03, G*01:04 e G*01:05N. Nessa regido localiza-se o enh A,
onde se liga o fator transcricional NF-kB2, especificamente no sitio kB2. O
polimorfismo € localizado em sequéncias reguladoras cis descritas como
Intensificador A. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar esse
polimorfismo na regido promotora, teria qualquer efeito sobre a expresséo dos alelos
de HLA-G, influenciando a ligacédo de fatores NF-kB2 ao elemento Intensificador A
(HVIID et al., 1999). Na figura 12 observa-se a posicao destes e de outros SNPs da

regidao 5"URR e os sitios de regulagédo da expresséo do HLA-G.



55

HSF1
=
ik P %mcc I
>~ 486CA -369AXC
-633AG ™ -
666T/G Wiy
689G/ B
2 S Sy RF 1
LCRTSRE | + ‘ + L
-1306AG 41210 - 762TIC
11796 | |'-1138A6 T25CIGIT
1155G/A' '-1140T/A 716GT

Figura 12: Polimorfismos da regidao 5"URR do gene HLA-G e os sitios de ligacdo dos fatores
transcricionais reguladores da expresséo do gene. Fonte: Ober et al., 2003.

O numero 1 corresponde ao inicio do sitio transcricional. Elementos de cis-regulacdo sdo
representados: TATA para TATA Box; CCAAT para CAAT Box; S/X1 para elementos reguladores
HLA; ISRE para elemento regulatério interferon especifico; EnhA para Intensificador A; HSE para
elementos de proteinas de choque térmico; GAS para local gama (interferon) ativado; LCR para
regido de controle de I6cus ou (TSRE — Elemento regulador tecido especifico).

2.2.3.4 Regiao 3’UTR - Polimorfismo

Polimorfismos de HLA-G tém sido descritos na regidao 5 (URR) a montante do
promotor, e na regiao 3’ (UTR) né&o transcrita do gene (HVIID et al., 2003), bem
como em introns (HARRISON et al.,1993; OBER et al., 2003). O World Health
Organization (WHO), se baseia principalmente nos polimorfismos presentes nos

éxons 2, 3, e 4 do gene para reportar os alelos de HLAG.

Porém recentemente, o foco tem se voltado para variagdes nucleotidicas
presentes nas regides 5’ URR e 3'UTR, sendo que na regido 3'UTR, o foco tem sido
o0 polimorfismo Ins/Dell4pb presente no exon 8 de HLA-G, uma vez que esses
polimorfismos podem influenciar a regulacdo da expressdo de HLA-G (HARRISON
et al.,1993; OBER et al., 2003).
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Na regido que compreende 1.1 e 1.4 kb a partir do sitio de inicio da
transcricdo do gene HLA-G, situam-se sequéncias reguladoras ou elementos de
acdo cis, sugeridos como importantes sitios reguladores adicionais, ou seja 0s loci
LCR (regido controladora de locus) e TSRE (elemento de resposta tecido especifico)
(SCHIMIDT et al., 1993) . Polimorfismos nestas sequéncias também foram relatadas
(HVIID, 2006), contudo ainda se desconhece as relagbes funcionais e a importancia

desse polimorfismo no controle da expressao de HLA-G.

Nesta regido ocorre um polimorfismo de insercdo/delecdo de 14 pares de
bases, no exon 8 (HARRISON et al., 1993), que pode influenciar na estabilidade do
RNA mensageiro (BOHJANEN et al., 1991). Hviid et al., 2003, observaram que
existe uma relagéo entre a delecdo dessas bases e diferengas no processamento

alternativo das isoformas de HLA-G e nos seus niveis de expressao.

As posicbes +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T (CASTELLI et al.,
2009), +3142 C/G (TAN et al., 2007), +3187 A/G (YIE et al., 2008) e +3196 C/G
(CASTELLI et al., 2009) estdo relacionadas com atividade de regulacdo de
expressdo de HLA-G pela interacdo com microRNAs, que sdo pequenos RNAs
envolvidos na regulacédo da expressao génica pos-transcricional (CHUA et al., 2009).
O alelo +3142G aumenta a afinidade com os microRNA hsa-miR-148a, hsa-miR-
148b e hsa-miR-152 fazendo uma regulacao inibitéria da expressao de HLA-G (TAN
et al., 2009), além de apresentar afinidade pelos microRNA hsa-miR-19* e hsa-miR-
218-2 (CASTELLI, 2009) estando em desequilibrio de ligagdo com o alelo -964G, do
polimorfismo -964G/A; (TAN et al.,, 2009); a adenina na posi¢cao +3187 in vitro foi
associada a diminuicdo da estabilidade do mRNA, diminuindo a expresséo de HLA-
G (YIE et al., 2008).
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Os resultados e discussao serdo apresentados, a seguir, na forma de artigo
cientifico a ser submetido ao periodico Tissue Antigens.

LCR haplotypes in the promoter region of HLA-G gene associated with
protector and susceptibility effect in women with cervical intraepithelial

neoplasias (NIC).

Juliana Cochesnki Cordeiro, Jose Samuel da Silva, Cynthia Hernandes Costa, Maria da Graca
Bicalho.

Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade. Departamento de Genética.

Universidade Federal do Parana.

Abstract

Infection with human papillomavirus (HPV), which has tropism for mucous and
lodges itself in squamous epithelium that lines the cervix, can induce intraepithelial
high- grade lesions (NIC Il and NIC IIl). Untreated, these lesions may progress to
cervical cancer (CC). Cancer of the cervix is the second most common cancer and
the leading cause of mortality in women worldwide. Nonclassical HLA genes,
especially HLA-G for its imunotolerant role in immune response, have been
investigated as candidate gene for the protection or susceptibility to diseases caused
by viruses, cancer among other causes. According to recent evidence the
expression of HLA-G on the surface of the tumor cells have immunomodulatory effect
on Natural Killer cells, T lymphocytes through the inhibition of the immune response.
The aim of this study was to investigate the influence of SNPs in the promoter region
of the HLA -G gene in women with cervical intraepitelias lesions Grade Il and Grade
[l and control women. Haplotypes configuration for 8 SNPs (-1306, -1179, -1155, -
1140, -1138, -1121, -990, -964) in the promoter region of HLA- G were investigated
and compared between Patients and Controls groups. The study was conducted with
a sample of 194 women as followed: 70 had CIN I, 51 had CIN Ill and 73 control
women without the presence of the HPV virus and cervical epithelial lesions. DNA
was extracted from peripheral blood samples using the technique of salting out and
genotyping was performed by sequence base typing with an ABI Prism Big Dye
Terminator V.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA ) and ABI
3130 Sequence Analyzer. The estimated haplotype frequencies were performed with
the Phase 2.1 software. For the statistical analysis the Fisher exact test for 2x2
tables was used, considering statistically significant at p < 0.05, through the BioEstat
v.5.0 sofware. It was observed a higher frequency of haplotype LCR H1.1 (
GAGAACGG ) in female controls ( CLS ) in the comparison stratified CIN 11l x CLS (
p=0.0130,O0R=1.87,Cl=1.10to0 3.17 ) and in the comparison groups CLS x NIC
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I+ NICIHl(p=0.0471,0R=1.5, Cl =0.98 to 2.27 ).Grouping the main haplotype
referred as H1 and H2 groups, a higher frequency of haplotypes H2 in patients was
observed (NIC Il + NIC Ill) when compared with controls: NIC Ill x CLS (p = 0.0281,
OR =1.7Cl =1.01 to 2.84) and CLS x NIC Il + NIC lll (p =0.0192, OR =15, Cl =
1.04 to 2.42).These results were very suggestive of a possible role of the Locus
Control Region (LCR) with the development of CC, making the HLA-G gene a good
candidate for further investigation as a biomarker of protection (Haplotype H1.1)
and/or susceptibility (Haplotype H2) of the progression of cervical intraepithelial
lesions and development of CC.

Keywords: HLA-G, HPV, Cervical cancer, immunological tolerance.

Introducao

O Papilomavirus Humano (HPV) é uma familia de pequenos virus de DNA
dupla fita que ao infectar epitélio escamoso, induzem lesdes proliferativas, quando
nao tratadas pode progredir ao cancer cervical (CC). A infeccdo por HPV é
considerada uma doenca sexualmente transmissivel, e representa uma causa bem
estabelecida de CC. O céancer do colo do Utero € o segundo tipo de cancer mais

comum, e a causa de mortalidade por cancer cervical em mulheres no mundo.

O desenvolvimento do tumor depende de diferentes estratégias para escape
do reconhecimento por células imunes. Além disso, estudos tém demonstrado que a
aberrante expressdo de moléculas ndo-classicas, incluindo HLA-G na superficie da
célula tumoral, tém efeitos imunomoduladores em células natural killer, linfocitos T e
pode ainda inibir a resposta imune (Seliger e Schlaf; 2007). A expresséo restrita de
HLA-G ocorre em condicbes normais em células epiteliais timicas e alguns sitios
imunoprivilegiados.Sua expressao no trofoblasto esta associada a protecdo do feto
contra o ataque do sistema imune materno (Rouas-Freiss et al.; 2005). Seu papel
imunomodulador e antiinflamatodrio tem conduzido a investigar seu papel em varias
patologias inflamatérias. Sua influéncia, benéfica ou deletéria, depende da condicao

envolvida (Rizzo et al.; 2012).

No transplante e doencas auto-imunes, a expressdo de HLA-G tem sido
associada a um melhor progndstico, porque a molécula pode controlar a resposta

imune contra aloantigenos ou auto-antigenos. Em contraste, a expressao dos alelos
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HLA-G em células infectadas por virus ou malignas tem sido associada com a
progressdo de tumores e metastases (Carosella et al. 2003; Rouas-Freiss et al.
2005).

Neste estudo objetivou-se investigar a influéncia dos SNPs localizados num
importante  modulo funcional e regulador da expressdo génica, situado na regido
promotora do gene HLA-G em mulheres com lesdes intraepitelias cervicais de Grau
Il e Grau Il e mulheres controle sem leséo epitelial cervical e sem a presenca do
virus HPV. As configuracdes haplotiplicas para os 8 SNPs investigados no promotor

de HLA-G foram comparadas entre os grupos “pacientes” e “controles”.

Material e Métodos

Amostra

Cento e noventa e quatro mulheres (n=194) foram recrutadas em Curitiba,
com idade entre 15 e 45 anos. Um estudo caso-controle transversal foi conduzido
por meio de comparacdes entre mulheres nos estadios NIC Il (n=70) e 51 NIC Il
(n=51) ambos com HPV positivo, e 73 mulheres controle sem leséo epitelial cervical
e sem a presenca do virus HPV. Essas mulheres estiveram em tratamento no
Departamento de Patologia Cervical do Hospital Erasto Gaertner, e apresentaram
diagnéstico citoldgico, colposcopico e histolégico de NIC Il e NIC Illl. Para as
amostras-controle, composto por 73 mulheres HPV negativo para o exame da
captura hibrida, ndo consangiineas, sem historico de NIC e que apresentaram o
ultimo exame ginecologico normal, realizado no prazo maximo de um ano
antecedente a coleta do sangue (mulheres sem lesdo). Em todos os controles
realizou-se a detecgdo do virus HPV através do exame molecular de Captura
Hibrida, segundo o protocolo do kit fornecido pela empresa Digene®, para o
diagnéstico de auséncia/presenca de HPV de alto risco ou oncogénicos. Essas
pacientes e controles foram recrutadas por meio de uma agéo integrada envolvendo
o Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade, o Departamento de
Tocoginecologia e Obstetricia da Universidade Federal do Parana e o Hospital

Erasto Gaertner, em Curitiba, Parana, Brasil.
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Esse estudo tem aprovacdo do Comité de Etica para Pesquisa Clinica do
Hospital Erasto Gaertner (protocolo CEP: 81520-060, P.P n ° 1943) e “Termo de

7

Consentimento livre e esclarecido assinado pelas participantes apds
esclarecimentos sobre os objetivos do presente estudo.Todas as mulheres
participantes foram entrevistadas e para cada uma delas foi preenchido um

formulario com questées abordando aspectos sdcio-culturais e habitos de saude.

Genotipagem

Extracdo de DNA do sangue periférico foi feita através da técnica de Salting
out, descrita por LAHIRI e NURNBERGER, 1991. As reacfes de PCR incluiram os
seguintes reagentes: Tampdo de Taq 1X (70 Mm Tris-HCIl, pH 8.8, 20 mM
(NH4)2S0y4), 0,45 pM de cada dNTP, 2 mM de MgCl, 2 U Taq (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 20 pM de cada oligonucleotideo iniciador (primer) especifico para cada

um dos 2 fragmentos amplificados (descritos por SILVA, 2009a) e 50ng de DNA.

A amplificagcdo da regido 5 URR, para a andlise dos 8 SNPs, foi realizada
pelo uso de um par de oligonucleotideos iniciadores distintos. Este par de
oligonucleotideos, que abrangeu a regido LCR, foi constituido pelas sequéncias:
forward ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG e reverse
GTGTGCCTTTGAATCCCGATGC, com um produto amplificado de 638pb. A
denaturacéo inicial ocorreu a 96°C durante 5 min; seguido por 35 ciclos de 96°C por
30 seg, 66°C por 30 sec e 72°C por 1 min; e uma extensao final a 72°C por 5 min. O
produto da amplificacéo foi purificado com 10 U de Exonuclease | e 1 U Fosfatase
Alcalina do Camardo (Shrimp Alkaline Phosphatase) (USB Corporation, Staufen,
Germany) para a remocédo do excesso de oligonucleotideos iniciadores e dNTPs,
seguindo para a reacdo de sequenciamento com ABI Prism Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems, CA, USA). Usando o sequenciador
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) foi possivel elucidar por
eletroforese o0os produtos seqienciados. As sequéncias foram alinhadas pelo
SeqScape Software verséo 2.5 (Applied Biosystems, CA, USA) e comparadas com a
sequéncia FASTA obtida no Ensemble. Depois cada SNP foi detectado e

individualmente anotado.
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Estatistica

Frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e testadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg através do Programa Arlequin 3.5. As frequéncias
haplotipicas foram inferidas por meio do Programa Phase 2.1 usando o método

Pseudo Bayesiano que permite a reconstrucdo de haplatipos.

Para o estudo de associacdo os dados foram analisados em tabelas de
contingéncia, usando o Teste Exato de Fisher considerando significancia estatistica
quando p<0,05. As comparacdes foram estratificadas em Controle x NIC I,
Controles x NIC Il e Controle x Paciente (NIC Il + NIC lll), utilizando-se tabelas de
contingéncia 2 x 2 para cada haplétipo e calculando-se a “Odds Ratio” - “OR” com
IC 95% para comparacdes com significancia estatistica através do programa

BioEstat versao 5.0.

Resultados

Observou-se que nos grupos paciente e controle, os 8 SNPs (-1447, -810)
localizados na regido LCR do gene HLA-G, estavam em Equilibrio de Hardy-

Weinberg.

A Tabela | apresenta as posicées dos SNPs e também os haplétipos
encontrados no presente trabalho, utilizou a nomenclatura e agrupados conforme
SILVA et al (2013).

A Tabela Il apresenta as comparacgdes entre os grupos analisados, podendo-
se observar um aumento significativo na frequéncia do Haplotipo H1.1 em mulheres
controles quando das seguintes comparacdes: mulheres NIC Il x CLS (p=0.0130;
OR=1,87; 1C=1,10-3,17). Aumento significativo também observado neste mesmo
haplotipo, comparando-se os grupos CLS x PAC (NIC Il +NIC 1ll; p=0.0471; OR=1,5;
IC=0,98-2,27). Quando agrupados os haplétipos nos grupos H1 e H2, notou-se um

aumento significativo em casos da frequéncia dos haplétipos agrupados em H2 nas
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comparacdes NIC Il x CLS (p=0.0281; OR=1,7; 1C=1,01-2,84) e CLS x PAC
(p=0.0192; OR=1,5; IC=1,04-2,42).

Tabela | — SNPs Estudados e Haplétipos da Regido LCR

s & & 5 & & 8 %

R R R -
HIl' ' s A G A A Cc G G
1 ' A 6 6 T A c G A
H22 1A 6 A A A Cc G A
H1IS | 6 6 A 6 Cc G G
Hl2 ' A 6 A A T G G
H23 ' A 6 G A A Cc G A
Agrupados
H1 G GA G A GA CT G G
H2 A G GA TA A C G A

Tabela Il - Frequéncias Haplotipicas da Regido LCR de pacientes e controles

NIC Il (70) NIC Il (51) (NIC 11+ 11 (CLS) (73) p (CLS p (CLS (NIC I p (CLS

(121) vs NIC Il) vs NIC vs NIC vs NIC Il
1)) 1)) + 1)
+ - + - + - + -

H1.1 0.1317 0.0130 0.1393 0.0471
56 84 33 69 89 149 69 77 OR=1,8 OR=15
H2.1 45 05 37 65 82 156 39 107 0.1899 0.0836 0.3731 0.0699
H2.2 17 123 14 88 31 207 13 133 0.2419 0.1605 0.5592 0.1429
H1.3 13 127 11 91 24 214 16 130 0.3932 0.5686 0.5564 0.5383
H1.2 0.4768 0.0598 0.1226 0.1531

4 136 7 95 11 227 3 143

H2.3 3 137 0 102 > 236 1 145 0.2956 0.5887 0.1919 0.6767

Agrupados

H1 73 67 51 51 124 114 88 58 0,1026 0,0703 0,4211 0,0723

H2 65 75 51 51 115 123 54 92 0,0668 0,3376
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Discusséao

Diferentemente dos genes HLA classicos, que exibem um extensa
diversidade alélica e, ampla distribuicdo nas células somaticas, o pequeno repertorio
de variantes alélicas presentes no gene HLA-G parece ser alvo de um forte controle
transcricional, fazendo com que sua expresséo seja restrita a certos tipos celulares,

ou condicdes fisioldgicas especificas.

A semelhanca dos genes classicos, o gene HLA-G apresenta varios
elementos ou sequéncias reguladores em cis conservadas em sua regido promotora,
tais como TATA Box, o modulo CCAAT, que controlam sua expressao basal. Outras
sequéncias reguladoras (Enhancer ou elemento A, ISRE-Interferon-stimulated
regulatory element e o modulo SXY) situadas no promotor proximal (-220 até -110)
apresentam variacfes nas sequéncias nucleotidicas, mutacdes e/ou delecbes que
compdem caracteristicas estruturais distintas daquelas observadas nos genes HLA-
la. Por exemplo, o Enhancer A néo efetua a transativagcdo por meio do NFkkB, a

sequéncia ISRE esta parcialmente deletada, ndo havendo sitio para inducdo por
INF-y, mas ha estimulo por INF-B e, por essa razdo ndo pode mediar,
significativamente, a expressao induzida de HLA-G pelos interferons IFNy e IFN.
O médulo SXY ndo pode ser ativado pelo transativador de Classe Il (CIITA)
(SOLIER et al.; 2001).

Os SNPs investigados no presente estudo (-1306, -1179, -1155, -1140, -1138,
-1121, -990, -964) fazem parte de um importante modulo funcional, referido como
locus LCR, situado em posicao distal a 5’"URR na regido promotora de HLA-G . A
regido LCR ocupa aproximadamente 250 pb localizada a 1.1kb do sitio do inicio da
transcricdo de HLA-G. Esta proxima a outros elementos reguladores situados no
promotor proximal, entre -220 e — 770 distantes do sitio de inicio da transcrigcdo
dentre os quais, ISRE, GAS e HSE .

Na publicacdo de Silva et al. (2013) foi realizada uma re-analise da
composi¢cdo de SNPs observados em estudos prévios do préprio grupo e daqueles
reportados na literatura, sobre a configuragdo de haplétipos presentes na regido
reguladora de HLA-G. Identificou-se duas regibes conservadas e que foram
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nomeadas como regiées promotoras H-Dist e H-Prox, sugerindo-se também que
algumas configuragbes haplotipicas nesses modulos poderiam estar mais

fortemente relacionadas com a regulacao da expresséo de HLA-G.

No presente estudo investigou-se a regido LCR, a qual contém os SNPs
observado nos haplétipos referidos como H-dist (Silva et al, 2013). O Haplotipo
H1.1(H1.1 GAGAACGG) nas comparacoes de CLS x NIC Il (p=0,0130) e CLS x NIC
[l + NIC Ill (p=0.0471). Por outro lado mostrou-se associado aos haploétipos do grupo
H2 (AGG/AT/AACGA), quando do agrupamento dos mesmos para comparacdes H1
vs H2 entre CLS x NIC 11l (p=0,0281) e CLS x NIC Il + NIC lll (p=0.0192).

Ferguson et al (2012) em analise do polimorfismo 14 pb ins/del 3'UTR tem
sido associada com a magnitude da producao de HLA-G , em particular , através da
modulacado da estabilidade do HLA-G mRNA. Embora os mecanismos implicada nao
foram elucidados , alelos HLA-G apresentavam a insercdo de sequéncia de 14 pb
foram associados diminuir a produgdo mRNA. Por outro lado, uma fraccédo de HLA-
G transcritos de mRNA que apresentam a inser¢cdo da base 14 pode ser
processado alternativamente por remocéo de 92 bases do mRNA maduro HLA- G,
rendendo transcritos menores HLA-G , relatou a ser mais estaveisdo que o0 mRNA
Na forma completa. A insercdo de 14 pb ocorre em alta freqiiéncia em carcinomas
de células renais , quando comparados com o epitélio normal do rim , no entanto ,
nao houve correlacdo entre o polimorfismo de 14 pb e o nivel de expresséo de HLA
—G. O gendtipo HLA- G * 01:01:01 alelo confere protecdo contra cancer invasivo ,
enquanto a variante HLA- G * 01:01:02 , -G * 01:06 e - G * 30UTR 14 pb insercao de
alelos aumentou cervical risco de cancer. O HLA -G * 01:01:02 e G * 01:06 alelos
ambos ter uma substituicdo sinbnima no coédon 57 . Embora esta mutagdo néo
altera a HLA-G —amino composi¢do de acidos , que se situa na vizinhanca de Glu-
63 que interage com a posi¢cdo P2 carregado peptide. Portanto, € possivel que esta
mutacdo pode afectar a carga de tumor peptidos e , consequentemente, influencia
mediada por células imunitarias respostas . O HLA-G * 01:06 alelo tem sido
previamente associada a complicagbes da gravidez , tais como pré- eclampsia e
abortamentos recorrentes. seu trabalho demostrou que o polimorfismo do HLA-G é
um fator de risco independente para o desenvolvimento de cancer cervical invasivo,

e fornece fortes evidéncias que apoia a implicagdo da molécula de HLA-G na
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formacdo de um microambiente do tumor para favorecer o escape da resposta

imune.

Silva et al (2013) Avaliou-se o papel de dois loci 3'UTR do HLA-G gene ,
14bp In/ Del e 3142 C/ G, em lesbes de alto grau e invasivos cancer cervical nas
amostras do sudeste brasileiro. Embora a infec¢cdo por HPV é o principal fator de
risco para o desenvolvimento do cancer cervical , e tem mostrado uma forte
associagdo com cancro invasivo do colo do utero , também podemos observar que,
para o HPV, alguns alelos do gene 3'UTR HLA-G estao associados susceptibilidade
a HSIL e ICC . Com excecdo do genotipo Del / Del em pacientes com teste e
controle , todas as outras associacoes foram principalmente relacionados ao
tabagismo. Fumar estd relacionada com um risco aumentado de desenvolver o
cancro do colo do Utero, e este risco é proporcional a numero de cigarros fumados
por dia, especialmente quando se fuma € iniciada em tenra idade. Em conclusao,
verificou-se que o HLA -G 30 TR polimorfismos (especialmente no alelo 14bp/ Ins)
pode ser associado com um maior risco de cervical desenvolvimento de cancer entre

0s pacientes infectados pelo HPV e fumante.

Li et al (2012) Verificou em andlises de tecido cervical que a expressédo do
HLA-G aumentou progressivamente desde a lesdo pré-maligna a lesdes cervicais
malignas. Dado suas propriendades imunotolerantes, sugere que a expressao
induzida de HLA-G em células do cancer do colo do Utero pode ser um mecanismo

adicional para a evasséo da imunovigilancia do hospedeiro para as células tumorais.

Dong et al (2012) realizou uma analise imuno-histoquimica de HLA-G em
tecidos de cancer baseada na utlizagdo de um anticorpo monoclonal HGY.
apresentou que a expressdo de HLA-G pode ser detectada em ambas as lesdes
(NICs e estagios iniciais de CC), notou que a expressdo aumenta progressivamente
desde lesdo pré-maligna a lesdes malignas, verficou uma maior expressao de HLA-
G significativamente maior em NICs infectados por HPV 16/18 e em CC do que em
pacientes HPV negativas, concluindo que a Expressédo de HLA-G pode ter um papel

na inibicdo da resposta imune do hospedeiro.

Né&o foi encontrado na literatura até o momento trabalhos com a regido alvo.
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E interessante notar que, muito embora as diferencas observadas quando das
comparacdes entre pacientes NIC Il e Controles, que n&o foram estatisticamente
significantes, observou-se a mesma tendéncia daquela observada nas comparacdes
entre mulheres paciente NIC lll e controles, ou seja, numero reduzido do haplétipo
H1.1 e aumento do numero de haplétipos do grupo H2. Desta forma o fator de
protecdo e susceptibilidade associado as pacientes NIC Il poderia também ser
estendido também para as pacientes NIC II, considerando-se as diferencas

estatisticamente significantes nas comparacdes controle x pacientes (NIC Il + NIC

).

Num outro estudo do mesmo grupo realizado Costa et al (2011) funamentados
em estudo sobre o papel de HLA-G na reproducdo humana, sugeriram uma
associacdo entre a posicdo -1140 e a ins/del 14pb, relatando que o alelo -1140A
associado a uma alta transcricdo de HLA-G poderia ter o resultado de uma
expressao ideal quando junto com a ins de 14 pb, uma vez que o0 mMRNA estaria
mais instavel; por outro lado o alelo -1140T associado com a baixa transcricdo de
HLA-G apresentaria a quantidade ideal se presente juntamente com a del 114pb,
devido a maior estabilidade do pouco mRNA transcrito. No atual estudo, a andlise
futura deste polimorfismo de ins/del poderia corroborar para uma conclusédo
funcional hipotética mais lucida sobre um possivel efeito protetor e/ou de
susceptibilidade dos haplotipos que apresentaram diferenca  significativa

genotipicamente.

Analisando-se a composicao do haplétipo H1.1 (GAGAACGG), a base “A” na
posicdo -1140 poderia agir de forma a aumentar a transcricdo de HLA-G, as
portadoras desse haplotipo em relacdo ao desenvolvimento das neoplasias cervicais
intraepiteliais. Por outro lado, os individuos portadores do Haplétipo H2.1
(AG(G/AT)/AACGA), o unico que apresenta a base “T” na posicéo -1140. Este efeito
contrario apresentou apenas uma tendéncia a significancia CLS vs NIC Il p=0,0836;
CLS vs PAC(NIC Il + NIC Ill p=0,0699,) e 0 aumento do n amostral, juntamente com
analises do polimorfismo de ins/del 14pb presentes no exon 8 deverdo ser

realizados que podera corroborar essa associacao.

As analises de ins/del 14pb estariam avaliando a estabilidade do mMRNA por que

esta associado com a integridadde do RNA mesageiro, isso pode ser uma
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explicagéo para o H1 com A na posigdo -1140 estar mais frequente nos controles,
esta posicdo é promotor e estd associada com alelos de alta ou baixa producéo,

pensando nisso 0 mMRNA dessas mulheres deveria ser mais instavel.

A manifestacdo das neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) e sua evolucdo
para o cancer cervical, muito provavelmente sado de etiologia multifatorial com
contribuicdo de fatores genéticos e ndo genéticos. No que se refere ao componente
genético, HLA-G seria um fator importante na regulacao da resposta imune por inibir
a acao proliferativa e ativacdo de células da resposta imune (linfécitos T, células
NK). Vérias linhas de evidéncia disponiveis na literatura (Castelli et al.; 2011)
indicam que polimorfismos em regides reguladoras 5 URR (upstream regulatory
region) e 3'(UTR untranslated region) podem influenciar os niveis de expressao de
HLA-G. Sabe-se que clusters ou agrupamento de elementos reguladores propiciam
a atuacdo sinérgica ou aditiva na ativacdo dos genes MHC classe |. Da mesma
forma, grupamentos de SNPs intra moédulos (LCR, por exemplo), poderiam ser
sugestivos de que protecao/susceptibilidade estaria relacionada a combinacédo dos
SNPs que estruturam os haplétipos da regido LCR, contribuindo para os niveis de
expressao do gene HLA-G, de forma mais significativa do que quando tratado cada
SNP individualmente.

Desta forma, estudos adicionais, poderdo corroborar e elucidar a presente
associacdo de HLA-G e haplotipos da regido reguladora do gene HLA-G com as
lesdes intraepiteliais cervicais. Além disso, estudos com maior numero amostral,
poderdo contribuir para que o gene HLA-G torne-se um candidato a ser melhor
investigado como biomarcador de estados de tolerancia imunoldgica permissivos ao
desenvolvimento de infec¢gbes virais associadas as lesdes precursoras € ao

complexo desenvolvimento do CC.

Referérencias

ABBAS, A.K.; LICHTMAN, A.H. Imunologia Celular e Molecular. REALI, C. [Trad] 5.ed. Rio
de Janeiro: Elsevier, 2005.

CAROSELLA, E.D.; MOREAU, P.; LE MAOULT, J.; LE DISCORDE, M.; ROUASFREISS, N.
HLA-G molecules: from maternal-fetal tolerance to tissue acceptance. Adv. Immunol., v. 81,
p. 199-252, 2003.



68

CASTELLI, E. C; MENDES-JUNIOR, C. T; VEIGA-CASTELLI, L. C; ROGER, M; MOREAU,
P; DONADI, E. A. A comprehensive study of polymorphic sites along the HLA-G gene:
Implication for gene regulation and evolution. Mol Biol Evol, 28: 3069-89. 2011.

COSTA, C.H.; GELMIN, G. F.; WOWK, P. F.; MATTAR, S. B.; VARGAS, R. G.; ROXO, V. M.
M.S.; SCHUFFNER, A. BICALHO, M.G. HLA-G regulatory and implantation outcome in
couples who underwent assisted reproduction treatment. Human Immunology, v.73, p.891-
897, 2012.

DONG,D.D.; YANG,H.; LI, K.; XU, G.; SONG,L.H.; FAN, X.L.; JJANG, X.L.; YIE, S.M.;.
Human Leukocyte Antigen-G (HLA-G) Expression in Cervical Lesions: Association With
Cancer Progression, HPV 16/18 Infection, and Host Immune Response. 2012.

Ferguson, R.; Ramanakumar, A.V., Koushik, A.; Coutl, F.; Franco, E.; Roger, M.; and the
Biomarkers of Cervical Cancer Risk Study Team. Human leukocyte antigen G polymorphism
is associated with an increased risk of invasive cancer of the uterine cervix. 2012.

LAHIRI, D.K.; NUMBERGER, J.I. A rapid non-enzymatic method for the preparation of HMW
DNA from blood for RFLP studies. Nucleic Acids Research, London, v. 19, p. 5444, 1991.

LI, X. J.; ZHANG, X.; LIN,A.; RUAN,Y.Y.;YAN, W.H.;. Human leukocyte antigen-G (HLA-G)
expression in cervical cancer lesions is associated with disease progression. Human
Immunology. p. 946-949. 2012.

RI1ZZO R, BORTOLOTTI D, BARICORDI OR, FAINARDI E. New insigths into HLA-G and
inflamatory diseases. Inflamm Allerg Drugs Targets, 11(6):448-463, 2012.

ROUAS-FREISS, N.; MOREAU, P.; FERRONE, S.; DAUSSET, J.; CAROSELLA, E.D. HLA-
G proteins in cancer: do they provide tumor cells with an escape mechanism? Cancer
Research, v. 65, n. 22, p. 10139-10144, 2005.

SOLIER, C; MALLET, V; LENFANT, F; BERTRAND, A; HUCHENQ, A; LE, BOUTEILLER,P.
HLA-G unique promoter region: Functional implications. Immunogenetics, 53: 617-625,200.1

SELIGER, B; SCHLAF, G. STRUCTURE. Expression and function of HLA-G in renal cell
carcinoma. Semin Cancer Biol. P 444-50. 2007.

SILVA, J. S. Regido reguladora,promotora e exon 4 de HLA-G em casais com histérico de
abortamento recorrente. Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas. Universidade Federal do Parana 2009.

SILVA, J. S. SLOWIK, R. BICALHO, M.G. Considerations on regulatory sequences of the
distal promoter region of the HLA-G gene.Human Immunology, p. 473-477. 2013.

SILVA, I. D; MUNIZ, Y. C. N; SOUSA, M. C. P. S; SILVA, K. R; CASTELLI, E. C; FILHO, J.
C.G; OSTA, A. P; LIMA, M. I. M; SIMOES, R. T. HLA-G 30UTR polymorphisms in high grade
and invasive cervico-vaginal cancer. Human Immunology. P452-458. 2013.

SVEJGAARD, A. JERSILD, C. STAUB-NIELSEN, L. BODMER, W.F. HLA antigens and
diseases: statistical and genetical considerations. Tissue Antigens 4: 95-150. 1974.



69



70

3. DISCUSSAO

N&o se pode ignorar o contexto multifatorial atribuido ao desenvolvimento de
varias patologias e que, certamente, estdo atuando quando da infeccdo pelo HPV e
suas implicagcdes no desenvolvimento das lesbes precursoras do CC. No que se
refere ao HLA-G, que poderia ser um dos multiplos fatores associados, mudancas
nos modulos reguladores de sua expressdo poderiam influenciar na funcao
imunomoduladora da proteina por ele codificada, contribuindo para a persisténcia do

HPV em células cervicais.

Ferguson et al (2012) em analise do polimorfismo 14 pb ins/del 3'UTR tem
sido associada com a magnitude da producdo de HLA-G , em patrticular , através da
modulacado da estabilidade do HLA-G mRNA. Embora os mecanismos implicada nao
foram elucidados , alelos HLA-G apresentavam a insercdo de sequéncia de 14 pb
foram associados diminuir a produgdo mRNA. Por outro lado, uma fracgédo de HLA-
G transcritos de mRNA que apresentam a insercdo da base 14 pode ser
processado alternativamente por remocéo de 92 bases do mRNA maduro HLA- G,
rendendo transcritos menores HLA-G , relatou a ser mais estaveisdo que o0 mRNA
Na forma completa. A insergéo de 14 pb ocorre em alta freqiiéncia em carcinomas
de células renais , quando comparados com o epitélio normal do rim , no entanto ,
nao houve correlacdo entre o polimorfismo de 14 pb e o nivel de expresséo de HLA
—G. O gendtipo HLA- G * 01:01:01 alelo confere protecdo contra cancer invasivo ,
enquanto a variante HLA- G * 01:01:02 , -G * 01:06 e - G * 30UTR 14 pb insercao de
alelos aumentou cervical risco de cancer. O HLA -G * 01:01:02 e G * 01:06 alelos
ambos ter uma substituicdo sinbnima no coédon 57 . Embora esta mutacdo nao
altera a HLA-G —amino composi¢do de acidos , que se situa na vizinhanca de Glu-
63 que interage com a posi¢cdo P2 carregado peptide. Portanto, € possivel que esta
mutacdo pode afectar a carga de tumor peptidos e , consequentemente, influencia
mediada por células imunitarias respostas . O HLA-G * 01:06 alelo tem sido
previamente associada a complicagbes da gravidez , tais como pré- eclampsia e
abortamentos recorrentes. seu trabalho demostrou que o polimorfismo do HLA-G é
um fator de risco independente para o desenvolvimento de cancer cervical invasivo,

e fornece fortes evidéncias que apoia a implicacdo da molécula de HLA-G na
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formacdo de um microambiente do tumor para favorecer o escape da resposta

imune.

Silva et al (2013) Avaliou-se o papel de dois loci 3'UTR do HLA-G gene ,
14bp In/ Del e 3142 C/ G, em lesbes de alto grau e invasivos cancer cervical nas
amostras do sudeste brasileiro. Embora a infec¢cdo por HPV é o principal fator de
risco para o desenvolvimento do cancer cervical , e tem mostrado uma forte
associagdo com cancro invasivo do colo do utero , também podemos observar que,
para o HPV, alguns alelos do gene 3'UTR HLA-G estao associados susceptibilidade
a HSIL e ICC . Com excecdo do genotipo Del / Del em pacientes com teste e
controle , todas as outras associacoes foram principalmente relacionados ao
tabagismo. Fumar estd relacionada com um risco aumentado de desenvolver o
cancro do colo do Utero, e este risco é proporcional a numero de cigarros fumados
por dia, especialmente quando se fuma € iniciada em tenra idade. Em concluséo,
verificou-se que o HLA -G 30 TR polimorfismos (especialmente no alelo 14bp/ Ins)
pode ser associado com um maior risco de cervical desenvolvimento de cancer entre

0s pacientes infectados pelo HPV e fumante.

Li et al (2012) Verificou em analises de tecido cervical que a expressdo do
HLA-G aumentou progressivamente desde a lesdo pré-maligna a lesdes cervicais
malignas. Dado suas propriendades imunotolerantes, sugere que a expressao
induzida de HLA-G em células do cancer do colo do Gtero pode ser um mecanismo
adicional para a evassdo da imunovigilancia do hospedeiro para as células tumorais.

Dong et al (2012) realizou uma analise imuno-histoquimica de HLA-G em
tecidos de cancer baseada na utilizagdo de um anticorpo monoclonal HGY.
apresentou que a expressdo de HLA-G pode ser detectada em ambas as lesdes
(NICs e estagios iniciais de CC), notou que a expressdo aumenta progressivamente
desde leséo pré-maligna a lesdes malignas, verficou uma maior expressao de HLA-
G significativamente maior em NICs infectados por HPV 16/18 e em CC do que em
pacientes HPV negativas, concluindo que a Expressédo de HLA-G pode ter um papel

na inibicdo da resposta imune do hospedeiro.

N&o foi encontrado na literatura até o momento trabalhos com a regido alvo

deste estudo.
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No estudo de Silva et al. (2013) foram reanalisados diferentes estudos
descritivos da regido reguladora de HLA-G e pode-se identificar duas regides
haplotipicas conservadas, nomeadas como H-Dist e H-Prox, propondo-se que

poderiam estar relacionados com a regulacao da expressao de HLA-G.

No presente estudo avaliou-se a regido LCR e os mesmos SNPs que compdem
os haplétipos observados em H-dist (Silva et al, 2013). Observou-se o Haplotipo
H1.1 nas comparagdes de CLS x NIC Il (p=0,0130) e CLS x PAC (p=0.0471). Foi
observado os haplétipos H2 quando foram agrupados em H1 e H2 nas comparacfes
de CLS x NIC Il (p=0,0281) e CLS x PAC (p=0.0192).

Tanto no haplétipo H1.1 e no grupo H2 as diferencas observadas entre CLS x
NIC Il ndo foram significativas, no entanto a amostra NIC Il segue o mesmo perfil de

NIC Il com reducéo do haplétipo H1.1 e aumento do grupo H2.

Costa et al (2011) funamentados em estudo sobre o papel de HLA-G na
reproducdo humana, sugeriram uma associagdo entre a posicao -1140 e a ins/del
14pb, relatando que o alelo -1140A associado a uma alta transcricdo de HLA-G
poderia ter o resultado de uma expresséo ideal quando junto com a ins de 14 pb,
uma vez que o mRNA estaria mais instavel; por outro lado o alelo -1140T associado
com a baixa transcricdo de HLA-G apresentaria a quantidade ideal se presente
juntamente com a del 114pb, devido a maior estabilidade do pouco mRNA transcrito.
No atual estudo, a andlise futura deste polimorfismo de ins/del poderia corroborar
para uma conclusdo funcional hipotética mais lucida sobre um possivel efeito
protetor e/ou de susceptibilidade dos haplétipos que apresentaram diferenca

significativa genotipicamente.

A analise do haplétipo como um todo, permitiu as seguintes consideracdes: a)
Em H1.1 Nos haplétipos agrupados como H1, observa-se exclusivamente a base
“A” na posicao -1140 a qual, poderia ocupar uma posi¢ao critica na configuracao
haplotipica e, dessa forma contribuir com maior peso na expresséo de HLA-G; b) O
Haplotipo H2.1 (que faz parte do conjunto de haplétipos agrupados) é o Unico que
apresenta a base “T” na posicao -1140, numa posi¢ao critica onde a auséncia de
“A” poderia resultar num nemor preso na expressao e transcricdo do gene HLA-G.

Este efeito contrario apresentou apenas uma tendéncia a significancia CLS vs NIC IlI
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p=0,0836; CLS vs EGN p=0,0699, e 0 aumento do n amostral, juntamente com
andlises do polimorfismo de ins/del 14pb presentes no exon 8 deverdo ser

realizados que podera confirmar a relacao.

As analises de ins/del 14pb estariam avaliando a estabilidade do mMRNA por que
esta associado com a integridadde do RNA mesageiro, isso pode ser uma
explicagéo para o H1 com A na posicdo -1140 estar mais frequente nos controles,
esta posicdo € promotor e estad associada com alelos de alta ou baixa producéao,

pensando nisso 0 mMRNA dessas mulheres deveria ser mais instavel.
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. CONCLUSOES

O haplétipo H1.1(GAGAACGG), menos representado no grupo de
mulheres pacientes e mais frequente no grupo de mulheres controles. CLS
x NIC Ill (p=0,0130) e CLS x NIC Il + NIC IIl (p=0.0471).

Os haplétipos do grupo H2 (AG(G/A)(T/A)ACGA), quando do agrupamento
dos mesmos para comparacdes H1 vs H2 entre CLS x NIC Il (p=0,0281) e
CLS x NIC Il + NIC lll (p=0.0192).

Nos haplotipos agrupados como H1, observa-se exclusivamente a base
“A” na posicdo -1140 a qual, poderia ocupar uma posicdo critica na
configuragdo haplotipica e, dessa forma contribuir com maior peso na

expressao de HLA-G.

O Haplotipo H2.1 (que faz parte do conjunto de haplétipos agrupados) é
0 Unico que apresenta a base “T” na posicdo -1140, numa posicao critica
onde a auséncia de “A” poderia resultar numa menor expressao e
transcricdo do gene HLA-G. O aumento do n amostral, juntamente com
analises do polimorfismo de ins/del 14pb presentes no exon 8 deverao ser

realizados que podera corroborar essa proposicao.

O gene HLA-G constitui-se nhum gene candidato a ser investigado como
biomarcador do desenvolvimento das lesbes intraepiteliais cervicais
precursoras do CC e, mais estudos poderao elucidar melhor a associacao

observada no presente estudo.
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MATERIAI E METODOS

CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Para o estudo transversal caso-controle, foram selecionados trés grupos
totalizando 194 mulheres, a partir do banco de dados do Laboratério de
Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) da UFPR. O grupo denominado
“caso”, é subdividido em 2 grupos, um composto por uma amostra de 70 mulheres
com NIC Il e o outro por 51 mulheres com NIC Ill. O grupo “controle” é formado por

uma amostra de 73 mulheres sem lesao.

As duas amostras de pacientes (casos) sao compostas por 121 mulheres
portadoras de HPV, cuja presenca do DNA viral tenha sido confirmada pelo teste de
biologia molecular de Captura Hibrida. Essas mulheres estiveram em tratamento no
Departamento de Patologia Cervical do Hospital Erasto Gaertner, e apresentaram
diagndstico citolégico, colposcopico e histolégico de NIC Il e NIC Ill. Sdo ainda
considerados como critérios de inclusdo: ndo apresentar imunossupressao ou
doencas auto-imunes e ndo possuirem parentesco consanglineo. Foram
selecionadas as mulheres que compareceram para atendimento ginecoldgico e que

foram indicadas ao tratamento cirdrgico da NIC.

Para as amostras-controle, composto por 73 mulheres HPV negativo para o
exame da captura hibrida, ndo consangilineas, sem historico de NIC e que
apresentaram o ultimo exame ginecoldégico normal, realizado no prazo maximo de
um ano antecedente a coleta do sangue (mulheres sem lesdo). Em todos os
controles realizou-se a deteccdo do virus HPV através do exame molecular de
Captura Hibrida, segundo o protocolo do kit fornecido pela empresa Digene®, para o

diagnostico de auséncia/presenca de HPV de alto risco ou oncogénicos.

As informacfes epidemioldgicas foram obtidas através de um questionario
elaborado por um grupo multiprofissional, verificando fatores de risco para o
contagio do virus HPV e possibilidade de desenvolvimento do CC, neste
questionario foram obtidas informagBes com relagédo a: idade da 1° relacdo sexual,
namero de parceiros, uso do preservativo, uso de metodos contraceptivos, se eram

fumantes ou nao.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em seres Humanos
do Hospital Erasto Gaertner, com o projeto entitulado: “Polimorfismos genéticos e
expressdo de genes relacionados ao sistema imune e ciclo celular no carcinoma
uterino associado a infec¢ao pelo papilomavirus humano” sob o protocolo n® 1943
(Anexos 2 e 3). Os integrantes do estudo receberam treinamentos em Boas Praticas
Clinicas de acordo com a resolucdo 196/96 e os responsaveis pela aplicacdo do
questionario epidemioldgico receberam treinamento especifico prévio para a sua

execucao.

Todas as mulheres participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo 4) previamente a qualquer procedimento do estudo. Na
sequéncia responderam a um questionario epidemiolégico, apresentado no Anexo 5.
A inscricdo no BANPESQ esta sob o n°.: 2009024062.

Critérios de inclusédo e de excluséo
Os critérios de inclusédo utilizados foram:
e ter entre 15 e 45 anos de idade;
e ser soronegativa para HIV,
e ter vida sexual ativa.

e possuir diagnéstico histologico de NIC Il ou lll apdés procedimento
cirargico (Cirurgia de Alta Frequiéncia — CAF ou Conizacgao) (exclusivo do grupo

caso)

e ter realizado exame citologico no dia da entrevista (exclusivo do grupo

controle).
Os critérios de exclusdo compreenderam:
e tido relacéo sexual ha menos de 24 horas;

e jdade abaixo de 15 ou acima de 45 anos;
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e presenca de leséo anterior (se realizou CAF ou Conizacao);
e estar gravida ou menstruada;
e auséncia de utero;

e serem soropositivas para o HIV.

PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

O processamento e analise das amostras foram realizados no LIGH, do

Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana.

Extracao

Dez mililitros (10 mL) de sangue periférico foram coletados de cada individuo,
através de puncao venosa, em tubos estéreis tipo vacutainer® com anticoagulante
EDTA. Essas amostras foram centrifugadas para obtencédo da camada de leucécitos
para a extracdo de DNA pela técnica de salting-out (JOHN et al., 1990, modificado
por LAHIRI e NURNBERGER, 1991).

Esse método desenvolve-se essencialmente em cinco etapas:

e obtencdo da camada de leucdcitos por centrifugacdo do sangue total

coletado com anticoagulante EDTA,;

e lise de eritrocitos através do uso de tampdo de lise de células
vermelhas (RCLB 1X) pH 7,6;

e (uebra da membrana nuclear com SDS a 20% remoc¢&do de enzimas

como DNases e RNases por meio de proteinase K e tampdao da proteinase K;
e precipitacao de proteinas com NaCl 6M;

e precipitacdo do DNA com etanol absoluto.
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Posteriormente, realizou-se a leitura de densidade Optica (através de
espectrofotometro NanoDrop®) para verificagdo da concentracdo e pureza, para

realizar a diluicdo das amostras para uma concentracdo de uso de 50ng de DNA.

Identificacdo dos polimorfismos da regiao 5’URR

Tabela 1: Polimorfismos estudados no presente trabalho.

Regiao SNPs rs
-1306 AIG rs116663600
-1179 AIG rs114115214
-1155 AIG rs115107669
-1140 TIA rs115371574
-1138 AIG rs114214896
-1121 CIT rs114871936

-990 A/G rs115338359
-964 AIG rs116304399

Amplificagéo das regides alvo

ApOs confirmacao da pureza e concentracdo de cada amostra foi realizada a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), contendo um volume final de 50pL,
composto por tampédo Taq 1X, 0,45pM de cada dNTP (Invitrogen), 2mM de MgCl, 2U
Taq (Invitrogen), 20pM de cada oligonucleotideo iniciador (primer) (Forward
ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG; Reverse GTGTGCCTTTGAATCCCGATGC)
(descritos por SILVA, 2009a) e 50ng de DNA (Tabela 2). A PCR, é realizada a termo
ciclagem com desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos, seguindo-se 35 ciclos de
96°C por 30 segundos, 66°C por 30 segundos e 72° por 30 segundos, além de um
alongamento final a 72°C por 5 minutos (Tabela 3), o produto amplificado obtido foi
de 638pb.
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Através do sequenciamento direto do DNA foram genotipados 8 SNPs
compreendidos entre as posi¢coes -1446 e -964, da regiao reguladora e promotora do
gene HLA-G. Os fragmentos da regido promotora foram amplificados com protocolos
diferenciados, a regido de estudo compreende 638 bases, aqui chamadas de
Fragmento 1 (FI -1446F/ -830R).

Tabela 2: Condicbes para a amplificacéo.

Agua Ultrapura 34,95 L
dNTPs (1,8pM) 5,0 uL
Tampao Taq 1X 6,0 uL
MgCl, 2,0 uL
Oligonucleotideos 0,4 uL

Iniciadores (50pM)

Tag Platinum Invitrogen 0,45 uL
DNA Molde 1,2 uL

Total 50,0 uL

Tabela 3: Condi¢des de temperatura para a amplificagéo

Temperatura Tempo N° de ciclos
96°C 3 minutos 1 ciclo
96°C 1 minuto
66°C 1 minuto 35 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos 1 ciclo
4°C 0 1 ciclo
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Para confirmar a amplificagdo da regido de interesse realizou-se a
eletroforese do produto amplificado em gel de agarose 1%, misturando-se 3 pL do
produto amplificado a 2 pL de gel de red GelRed™ (Figura 1). A corrida do gel
ocorreu a 125V, 70A, por 15 minutos, usando como tampéao TBE 1x. A interpretacao
do gel baseou-se na presenca ou auséncia de um fragmento de DNA amplificado
especifico, cujo sucesso da amplificacdo foi verificado com a visualizacdo da
presenca das bandas (Fragmentos 1) formadas pelo regido de interesse,

possibilitando progredir para a proxima etapa da técnica.

Figural: Gel de agarose 1% para checagem da PCR.

Purificacao

Em seguida foi realizada a purificacdo enziméatica dos produtos de
amplificagdo com Exonuclease | (EXO | — Amersham Biosciences - E70073Z
(2.500V)), 8U, e Fosfatase Alcalina de Camardo (Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP), Amersham Biosciences - E70092X 5000U ), 1U, e tampéo da SAP (Tabela 4)
a 37°C por 1 hora e a 80°C durante 15 minutos para degradacdo das enzimas

(Tabela 5). Posteriormente, a agdo enzimatica, foi adicionado 15uL de Agua MiliQ.



Tabela 4: Condic6es de purificacdo enzimatica.

Produto de PCR 6,0 pL
EXO (10U) 0,8 pL
SAP (1U) 1,6 pL
Tampao (10X) 0,8 uL
Total 9,2 uL

Tabela 5: Condicbes de temperatura para a purificacdo

Temperatura | Tempo

Atividade enzimatica

37° 60 min

Desativacdo enziméatica

80° 15 min

Sequenciamento
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As amostras foram submetidas a reacdo de sequenciamento de forma

separada para cada primer, seguindo-se o procedimento: amostra de DNA

amplificada e purificada na concentragdo de 50ng por reacao;

primer de

sequenciamento na concentracao de 1,6 pM para 1,6 uL; BigDye®(v3.1) 1,0uL; save

tampdao 1,5 uL; agua ultrapura 3,5 uL (Tabela 6).

Tabela 6: CondicOes para a reacdo de segiienciamento.

Reagente

Concentracéo

Produto purificado (50ng) 6,9 ul

Primer (1,6pM)

1,6 ul (1,6 pmol)

Big Dye

1,0 pl

Tampao (Save) (10X)

0,5ul

Para reacdo de sequenciamento foram utilizados os mesmos primers da PCR

em associagao com o kit ABI PRISM® BigDye®, 35 ciclos de 96°C por 15 segundos,
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54°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto e 30 segundos, posteriores a
desnaturacao inicial a 96°C. A reacdo ocorreu conforme Tabela 7:

Tabela 7: Condicdes de temperatura para a seqienciamento.

Temperatura Tempo N° de ciclos
96°C 1 minutos 1 ciclo
96°C 15 segundos
54°C 15 segundos 35 ciclos
60°C 1 minuto e 30 segundos 1 ciclo
4°C o0 1 ciclo

Precipitacao

Precipitou-se o produto amplificado com os marcadores fluorescentes com
acetato de sodio, seguindo o protocolo: foi adicionado aos 10 ul da reacdo de
sequenciamento 2ul de acetato de sédio e 25ul de etanol absoluto, homogeneizado
mecanimamente (Vortex) por 30 seg e centrifugado a 4000 rpm por 40 min, o
excesso foi retirado por spin invertido 800 rpm por 10 seg (em papel toalha), apos foi
adicionado 50pL de etanol 80%; homogeneizado mecanimamente (Vortex) e
centrifugado a 4000 rpm por 10 min; seguido por spin invertido a 800 rpm por 10
seg, retirando o excesso, seguido por secagem de 5 min a 60°C em termociclador,
adicdo de 12ul de Formamida (HI FI), homogeneizacdo mecanica (Vortex) seguido
de um spin a 800 rpm por 10 seg, termociclagem a 95°C por 3 min, choque térmico a
-80°C por 40 seg e insercdo no sequenciador ABI Prism 3130 (Applied

Biosystems®).
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Anélise

As analises dos eletroferogramas (Figura 2) foram realizadas por comparacéo
através do programa Seqscape® entre a sequéncia FASTA disponivel na pagina
<http://www.ensembl.org/index.html> e a sequéncia obtida pelo programa
SegAnalysis®. As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem

direta.

TG CTAG AGC CACAATTCAGG AGTG AGAGGGTGGTG G G
100 110 120 130

i

Figura 2: Parte de um eletroferograma, mostrando um individuo heterozigoto.

As genotipagens foram feitas por sequenciamento da regido -1446bp a —

964bp contemplando 8 SNPs e os haplétipos inferidos através PHASE 2.0.


http://www.ensembl.org/index.html
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ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

ERASTO GAERTNER

NE RUJETDS DE ENSIRC E P Sh

Curitiba, 27 de outubro de 2009.
Patricia Pinho de Franca
Pesquisadora Responsdvel
Prezada Pesquisadora,

Gostariamos de informar que o projeto de pesquisa intitulado como: “Polimorfismos
genéticos e expressdo de genes relacionados ao sistema imune e ao ciclo celular no
carcinoma uterino associado & infecgdo pelo papilomavirus humano”, cujo nimero de
protocolo é P.P. n® 1943 ¢ tem como pesquisadora responsavel V. Sa. foi avaliado pelo Comité

de Etica em Pesquisa ¢ foi aprovado.

a) Projeto reapresentado e sem restrigdes.

Sem mais agradecemos a atengdo ¢ colocamo-nos a disposicdo para maiores

esclarecimentos.

Atenciosamente,

Membros do CEP:

Anz Paula Hey — Enfermeira Joy Gamen Longhi — Farmacéutica

Ana Cristina Miquez Ribeiro - Nutricionista Jordan Zanetti Silva - Médico

Andrei Leite de Morais - Médica Jose Carlos Wiederkehr — Administrador de Empresas
Ariovaldo Donizetti de Abreu - Fisioterapeuta Luiz Antonio Negrdo Dias - Médico

Clarice Nana Yamanouchi - Médica Marcia Bobak - Enfermeira

Edenice de Oliveira Santana - Enfermeira Marina Lopes Carlos - Nutricionista

Fabricio Martinelli de Oliveira - Médico Ricardo Isaias Testoni - Enfermeiro

Flavia Martignago - Nutricionista Rodrigo Leite de Morais - Médico

Geovana Cristina S.Sylvestre - Enfermeira Timoteo Borges de Campos — Membro da comunidade.

lolanda de Assis Galvao




ANEXO 2 - PARECER CONSUBSTANCIADO

LY

ERASTO GAERTNER

CERTHD DF F8 FENSING © PESOUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

No dia, 27 de outubro de 2009, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Erasto Gaertner, avaliou
o projeto infitulado como: “Polimorfismos genéticos e expressio de genes relacionados ao
sistema imune e ao ciclo celular no carcinoma uterino associado 2 infecgio pelo papilomavirus
humano”, cujo nimero € P.P. n° 1943, cuja pesquisadora principal ¢ Patricia Pinho de Franga, tendo
0 seguinte parecer:

OBJETIVOS: Verificar a existéncia de associagdo entre variantes alélicas dos genes HLA-A, HLA-
B, HLA-C, HLA-G, KIR, MICA, IL-2, RB1, NKG2D e CDKN2A e o desenvolvimento de
neoplasias intra-epitelial cervical de grau II e III (NIC II e NIC III) e do cancer cervical uterino;
Verificar a existéncia de expressdo génica diferencial em tecido do colo uterino de mulheres com
NIC II, NIC III e cancer cervical uterino em relagio a mulheres saudéveis.

SUMARIO DO PROJETO: Este trabalho ter4 uma fase de coleta de amostras de sangue periférico
(para a tipificagdo dos genes) e do epitélio colo uterino (para verificagdo da expressio génica) de
mulheres pacientes e controles.A amostra paciente serd composta por pacientes do hospital Erasto
Gaertner, nas quais o resultado do exame preventivo ginecoldgico realizado no maximo hé um ano
antes do contato dos pesquisadores, ndo apresente alteragdes.

CONSIDERACOES:

a) Projeto analisado e sem restri¢des.

PARECER: APROVADQ 7% J

\Pesquise
CRM-PR 14.457

HE
Membros do CEP: A\
Ana Paula Hey — Enfermeira Gamen Longhi — Farmacéutica
Timoteo Borges de Campos — Membro da comunidade "dan Zanetti Silva - Médico
Andrei Leite de Morais - Médico Jose Carlos Wiederkehr — Administrador de Empresas
Ariovaldo Donizetti de Abreu - Fisioterapeuta Luiz Antonio Negrao Dias - Médico
Clarice Nana Yamanouchi - Médica Marcia Bobak - Enfermeira
Edenice de Oliveira Sanlana - Enfermeira Marina Lopes Carlos - Nutricionista
Fabricio Martinelli de Oliveira - Médico Ricardo Isaias Testoni - Enfermeiro
Flavia Martignago - Nutricionista Rodrigo Leite de Morais - Médico
Geovane Cristina S.Sylvestre - Enfermeira Timéteo Borges de Campos — Membro da Comunidade

lolanda de Assis Galvao

Dr. Ovande do Amaral, 201 - Jardim das América. Curitiba-PR Brasil. CEP 81520-060
Fone: 55 - 41- 3361-5000. http://www.erastogaertner.com.br
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Vocé esta sendo convidado para participar na pesquisa entitulada " A investigacdo do
polimorfismo e o estado de metilacdo da regido reguladora e promotora do HLA-G em tecido
normal e tecido cervical neoplasico como marcadores do desenvolvimento e progressao do
cancer do colo do Gtero". E através da pesquisa cientifica que avangos médicos s&o

possiveis e portanto a sua participagéo € de importancia fundamental.

(b) O objetivo principal trabalho presente é a investigacdo de certas caracteristicas do
sistema imune que sao capazes de eliminar o virus do papiloma humano (o HPV) na grande
maioria das mulheres. O HPV é transmitido durante a relagdo sexual sem protecéo e, na
maioria das mulheres, o0 mesmo € eliminado pelo sistema imune. Entretanto, em algumas
mulheres a infeccao pelo HPV pode perdurar levando a alterag6es detectaveis pelo Exame
de Papanicolaou, ou até mesmo ao cancer do colo do utero. A participacdo de mulheres
livres de doenca e infectadas pelo HPV é de grande importancia para atingir um
entendimento fundamental e possivelmente o desenvolvimento de métodos de diagndsticos

novos, vacinas e novas drogas.

c) Se vocé decidir participar desta pesquisa, além do Exame de Papanicolaou para o qual
vocé foi referida a este Hospital, as suas células cervicais seréo testadas para o presenca do
HPV. Ainda, vocé sera convidada a doar 10mL de sangue a ser coletado com material estéril

e a preencher um questionério breve.

d) Vocé pode ser positiva para a infeccdo pelo HPV e ter o resultado do Exame de
Papanicolaou normal. Se o seu resultado for positivo para o HPV, sera oferecido a vocé o

gerenciamento de rotina e exames repetidos.
e) Nao hé riscos para vocé além daqueles pertinentes a coleta rotineira de sangue.

f) E seu direito ter toda informac&o referente & sua participacéo e os resultados de todos os

exames realizados com as suas amostras a qualquer hora.
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g) A sua participacdo neste estudo é voluntaria.

h) O material relacionado a pesquisa serd acessivel somente aos pesquisadores
diretamente envolvidos na pesquisa e pelas autoridades legais. Se qualquer informacao
vier a ser publicada ela sera codificada e portanto a sua confidencialidade ser4 mantida.
Acesso aos resultados a terceiros nao sera permitido, incluindo empregador, supervisores,
companhias de seguro, etc. Uma aliquota do seu DNA extraido das suas células cervicais
sera enviado ao Laboratério de Epidemiologia Molecular da "Universita degli Studi di

Torino" (Italia) para a analise da infeccéo pelo HPV e o status de metilacdo do HLA-G

i) Nao caberd qualquer custo a vocé quanto aos procedimentos e exames

realizados nesta pesquisa.
[) Pela sua participacdo neste estudo vocé ndo recebera qualquer pagamento.

m) Os pesquisadores responsaveis por este projeto sdo Profs.2 Drs.2 Maria da Graga Bicalho
- Tel: (41) 3361-1729 (Laboratério, celular.: 9973-5855, Prof. Dr. Newton Sérgio de Carvalho
(41) 3335-7474 e Dr. Carlos Alfonso Maestri (41) 33615000 e na Italia o Prof. Franco Merletti
(Tel: +39 011 6334306), Chefe da Unidade de Epidemiologia do Cancer, "Universita degli
Studi di Torino".

Eu, li o texto acima e compreendi a

natureza e o objetivo da pesquisa para a qual eu fui convidada a participar. A explicacdo
recebida enfatizou o fato de eu precisar doar uma amostra de sangue e material do colo de
Utero e de que eu sou livre de interromper a minha participacdo a qualquer momento que eu
decida fazé-lo sem que isto prejudique qualquer acompanhamento médico na Instituicdo

aonde estou consultando.

Eu voluntariamente concordo em participar desta pesquisa.

Paciente/Controle Assinatura Data Pesquisador



ANEXO 4 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

HPV. Cancer Cervical, Estudo do HLA-G

Questionério para avaliagao dos fatores de risco.

ID: Nome:

Data de nascimento:

Estado civil:

RG/CPF:

1. Idade em que ocorreu a primeira relagéo sexual (anos) |__|__|

2. Data da ultima relagéo sexual |__|__|

3. Numero de parceiros sexuais desde o inicio da atividade sexual |__|__|
4. Numero de parceiros sexuais nos ultimos 12 meses [__|__|

5. Uso de preservativo nos Ultimos 12 meses:

i. regular |__| ii.ocasional |__| iii. nunca|__|

6. Uso de hormonios contraceptivos:

a. Faz uso de hormonios contraceptivos Sim |__| N&o |__|

Qual

(is):
b. Idade em que iniciouo uso |__|_ |

c. Tempo de uso do anticoncepcional durante a vida |__|__|
d. Usuéria de DIU |__| sim |__| ndo

Se retirou o0 DIU, a quanto n&o faz mais uso |__|__| anos

7. Nimero de gestacdes atermo (9 meses) |__ ||

107



108

i. Idade ao primeiro parto |__|__|
8. Escolaridade:

(L) Ens. Fundam. Incomp. (__) Ens. Médio Incomp. (__) Ens. Superior Incomp (__) Ens.
Fund. Comp. (_) Ens. Médio Comp. (__) Ens. Superior Comp.

9. Etnia: (_ ) Branco (__) Preto (_ ) Pardo (_ ) Asiético
10. Fumante
a.Nunca |__|_|
b. Ex-fumante |__|_ |

i. Parou a quanto tempo? (anos) |__|__|

ii. Fumou por quanto tempo (anos) |__|__|

ii. Cigarros/dia |__|__|
c. Sim |__|

i Fuma h& quanto tempo? (anos) |__|__|

ii. Cigarros/dia |__|_
11. Antecedentes de DST
a. Tem ou teve alguma DST*? Sim|__| N&o|_|
*N&o considerar se a paciente estiver no momento em tratamento para lesédo de alto grau.
12. Cauterizacéo:
a. Ja teve alguma cauterizacao? Néo |__|

Sim|__| Colo|__| Vagina|__| Vulva |__| Anus|__|

13. Quantas citologias oncéticas (preventivo) foram feitos durante a vida? |__|
14. Quando foi o Ultimo preventivo? | |

dia més ano
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15. Apresentou alguma citologia oncética (PREVENTIVO) alterada? Sim |_|

Nao |__|

Entrevistador

Data: Unidade de coleta:



