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RESUMO

O cancer cervical (CC) é o segundo cancer que mais afeta mulheres no mundo todo,
ele progride a partir de lesbes no cervix uterino causadas pelo virus HPV, estas
lesdes sao denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC). As NICs sao
classificadas em les&do e baixo grau (NIC |) e lesées de alto grau (NIC Il e Ill). O
desenvolvimento do CC depende da persisténcia do virus no organismo e esta
persisténcia esta diretamente relacionada com a eficiéncia da resposta imune contra
as células infectadas. O antigeno leucocitario humano (HLA)-G é um gene HLA de
classe | ndo classico que apresenta um papel imunorregulatério. Ele é capaz de
inibir a resposta imune quando interage com receptores inibitérios presentes nas
células Natural Killer e em Linfécitos T. A proteina HLA-G pode ser expressa na
forma ligada a membrana celular, ou soluvel (sHLA-G). A expressao de HLA-G ja foi
relacionada com diversas patologias e diferentes tipos de canceres como uma
estratégia de escape do sistema imune. Neste estudo o objetivo foi investigar a
associagao de polimorfismos do gene HLA-G e sua expressdo soluvel com o
desenvolvimento de lesdes cervicais. A amostra constitui de 100 mulheres
diagnosticadas com NIC II, 101 NIC Ill, e 106 mulheres saudaveis, negativas para
NIC. Foi feito a tipagem alélicas para o gene HLA-G e para o polimorfismo de 14 pb
presente no exon 8 deste gene; além disso foi realizada a quantificacdo sérica de
sHLA-G. Nao foi registrada associacao entre a frequéncia dos alelos identificados na
amostra, ou do polimorfismo de 14 pb e a quantificacdo de sHLA-G com
predisposi¢cao ou protecdo ao desenvolvimento de lesbes cervicais. Também nao foi
possivel definir associacdes entre os niveis séricos de sHLA-G com os alelos, ou
com a presenga ou auséncia dos 14 pb.

Palavras chave: HLA-G, sHLA-G, HPV, NIC e cancer cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the second cancer that most affects women worldwide, it
progresses from lesions in the uterine cervix caused by HPV virus, these lesions are
called cervical intraepithelial neoplasia (CIN). CINs are classified in low-grade (CIN 1)
and high-grade lesions (CIN Il and Ill). The development of the CC depends on the
persistence of the virus in the body and this persistence is directly related to the
efficiency of the immune response against infected cells. Human leukocyte antigen
(HLA)-G is an HLA class | non-classic that presents an immunoregulatory role. It is
able to inhibit the immune response when interacting with inhibitory receptors present
on natural killer cells and T lymphocytes The HLA-G protein can be expressed in the
membrane bound form, or soluble (sHLA-G). The expression of HLA-G has been
associated with several diseases and different types of cancers as a strategy to
escape from the immune system. In this study the aim was to investigate the
association of polymorphisms of the HLA-G gene and its soluble expression with the
development of cervical lesions. The sample consisted of 100 women diagnosed with
CIN 11, 101 with CIN Ill, and 106 healthy women negative for CIN. Allele typing for the
gene HLA-G and for the 14 bp polymorphism present in exon 8 of this gene was
done, also serum sHLA-G was quantified. No association was recorded between the
frequency of the alleles identified in the sample, or 14 bp polymorphism and
quantification of sHLA-G with predisposition or protection to the development of
cervical lesions. Nor was it possible to define associations between serum levels of
sHLA-G with the alleles, or the presence or absence of 14 bp.

Keywords: HLA-G, sHLA-G, HPV, NIC and cervical cancer.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 CANCER CERVICAL: EPIDEMIOLOGIA

Com aproximadamente 500 mil novos casos por ano, o cancer cervical (CC)
€ um dos tipos de canceres mais incidentes em todo mundo, 80% de todas as
mortes por CC ocorrem em paises em desenvolvimento (PARKIN et al., 2005). O CC
€ 0 segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres (WHO/ICO, 2010;

BRASIL. Ministério da Saude, 2010).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, estima-se, para o ano de 2012, a
ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer, sendo esperados 17.540 novos

casos de cancer no colo do utero (BRASIL. Ministério da Saude, 2012).

A incidéncia do cancer de colo do utero 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, 2012).

Estima-se que cerca de 25% das mulheres da populagao brasileira estejam
infectadas pelo virus e, somente uma pequena fracdo (entre 3% a 10%) das
mulheres infectadas com um tipo de HPV com alto risco de cancer desenvolvera

cancer do colo do utero (BRASIL. Ministério da Saude, 2012).

O rastreamento cervical é reconhecido como a abordagem mais eficaz para
prevencao do CC, entretanto, a maioria das mulheres nos paises mais pobres, néao

tem acesso a programas de rastreamento efetivos.

1.2 CANCER CERVICAL: FATORES DE RISCO

A presenca de infecgao pelo HPV é reconhecida como um pré-requisito para
0 surgimento do cancer do colo do utero, e determinados tipos de HPV sao

designados como uma condi¢gdo necessaria para o CC (PRENDIVILLE e DAVIES,
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2004). As lesbes epiteliais malignas e pré-malignas do cérvix e lesdes neoplasicas
da vulva, vagina, anus, pénis e orofaringe sdo causadas por pelo menos 15 tipos
oncogénicos do HPV. Destes, os tipos mais comuns sédo o HPV16 e o HPV18,
responsaveis por, aproximadamente, 70% de todos os canceres cervicais de todo o

mundo (CASTELLSAGUE, 2008).

O uso de anticoncepcionais orais, por mais de cinco anos consecutivos,
pode influenciar a progressao da infeccédo por HPV por promover a integragao do
DNA viral ao genoma do hospedeiro e estimular a transcricdo de oncogenes virais

E6 e E7 envolvidos na carcinogénese (CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003).

O tabagismo parece aumentar o risco de CC em mulheres positivas para o
HPV. Subprodutos carcinogénicos do tabaco, como a nicotina e a cotidina, podem
danificar diretamente o DNA das células cervicais ou comprometer a resposta
imunoldgica local, facilitando a persisténcia do HPV (CASTELLSAGUE e MUNOZ,
2003).

Mulheres com elevado numero de gestagdes também tém um risco maior de
desenvolver a doenga, podendo estar relacionado com a manutencao prolongada da
zona de transformagdo na exocérvice ou a alteragcbes hormonais, como niveis
aumentados de estrogénio e progesterona (HILDESHEIN et al.,2001;
CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003).

A infeccdo concomitante com 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) também foram
relacionados ao aumento do risco ao CC. O HSV-2, a CT e a NG causariam uma
reacao inflamatéria gerando a produgdo de radicais livres e levando ao
desenvolvimento de instabilidade genética, e o HIV estaria relacionado ao estado de
imunossupressao, o que reforgca a importancia de co-fatores imunoldgicos do

hospedeiro na carcinogénese pelo HPV (SMITH et. al., 2002; WHO, 2010)
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O inicio precoce da atividade sexual, a histéria de multiplos parceiros e
parceiros de alto risco (homens cuja parceira anterior apresentava carcinoma de
colo uterino ou homens com carcinoma de pénis) também sao fatores de risco

conhecidos para o CC (MUNOZ et al., 2002).

Além disso, o baixo nivel sdcio-econdmico também tem sido relacionado
como um fator de risco ao CC, uma vez que muitas mulheres ndo tém acesso
adequado aos servicos de saude. Tais mulheres também podem apresentar
subnutricdo o que poderia aumentar o risco do desenvolvimento de CC. (HERRERO

etal., 1991).

A susceptibilidade genética também teria grande impacto no CC. Mulheres
com histdrico familiar de CC sao mais sujeitas ao desenvolvimento da doencga, por
uma condi¢do herdada, levando a uma menor capacidade em combater a infecgao
pelo HPV. Estudos epidemiolégicos genéticos mostraram que os fatores genéticos
contribuem significativamente ao risco da doenga (MAGNUSSON e GYLLENSTEN,
2000).

1.3 VIRUS DO PAPILOMA HUMANO — HPV

A classificagdo mais utilizada dos HPVs agrupa os 40 tipos que infectam a
area genital ao género alfa, enquanto os tipos associados com epidermodisplasia
verrucosiforme cutadnea, ao género beta. Os tipos genitais de HPV podem ser
classificados segundo o risco que conferem ao desenvolvimento de lesdes
neoplasicas do colo uterino em: Tipos de baixo risco (HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 72, 81) causadores de verrugas genitais externas (condiloma acuminado) e
lesdes benignas do colo uterino; Tipos de alto risco: encontrados em lesdes de alto
grau e carcinoma invasor (citados abaixo); e Tipos de risco indeterminado (DE

VILLIERS et al., 2004; PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

Dos mais de 200 HPVs reconhecidos, dos tipos que infectam a area genital

cerca de 16 tém potencial oncogénico (GARLAND, 2002). Os tipos 16, 18, 26, 31,
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33, 35, 39, 45, 50, 51, 52, 53, 56, 55, 56, 58, 59, 60, 64, 68 e 73 sdo oncogénicos,
(MOTOYAMA, et al., 2004). Os tipos oncogénicos de alto risco prevalentes
mundialmente sdo 16, 18, 31, 45 e 56 (MUNOZ et al., 2002; STUBENRAUCH e
IFTNER, 2009).

As particulas virais completas ndo sao envelopadas, s&o envolvidas por um
capsideo composto por duas proteinas estruturais que se organizam em 72
subunidades (capsOmeros) num arranjo icosaédrico (poliedro constituido por 20
faces de triangulos equilateros), com cerca de 50 a 55nm de didmetro (FIGURA 1)

(HOWLEY, 1994; ZUR HAUSEN, 2002; HOORY et al., 2008).

O capsideo do virus HPV ¢é formado por 2 proteinas estruturais, L1 e L2,
sendo a primeira correspondente a 90% do conteudo protéico do virus. Os
capsbmeros protéicos revestem o DNA dupla fita, circular, que contém cerca de

8000 pares de bases (SPPV, 2009).

FIGURA 1—- ESTRUTURA EXTERNA DO VIiRUS HPV, MOSTRANDO O CAPSIDEO ICOSAEDRICO
CONSTITUIDO POR 72 CAPSOMEROS.
FONTE: SPPV, 2009

A organizacgao relativa de 8 a 10 ORFs (Open Reading Frames ou matriz
aberta de leitura) dentro do genoma de 8kb é a mesma em todos os tipos de HPVs,
e uma caracteristica particular do virus € que as ORFs parcialmente sobrepostas
sao dispostas em apenas uma fita do DNA (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004). O DNA
viral é ligado a histonas (derivadas do pool celular do hospedeiro natural) e

condensado em nucleossomos (GIRI e DANOS, 1986).
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O genoma do HPV divide-se em 3 regides: regidao de proteinas precoces (E),
regido de proteinas tardias (L) e regidao longa de controle (LCR), sem potencial
codificante, que inclui promotores e sequéncias reguladoras (FIGURA 2)

(PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

A regiao E possui de 7 a 8 genes (E1 — E8). O produto do gene E71 é
envolvido com a replicagao viral, com o controle da transcricdo génica, além de ter
funcao de helicase. Essa proteina é similar entre todos os tipos virais. O produto do
gene E2 é um fator transcricional viral, essencial para a replicagao viral e controle
transcricional, além de promover a segregagao do genoma e encapsulamento. A
proteina codificada pelo gene E4 interage com proteinas do citoesqueleto
(citoqueratina), e é responsavel pela montagem e liberagdo do virus. Os genes ES5,
E6 e E7 codificam proteinas envolvidas com a estimulagao da proliferagao celular,
imortalizagcdo e transformacdo da célula, através da interacdo com proteinas
celulares. Os genes E3 e ES8 codificam produtos sem fungdo conhecida, estando
presentes apenas em uma minoria dos HPVs. Em 2004, foi descrita uma nova
proteina E2, a qual consiste na fusdao do produto formado pela pequena ORF E8
com parte da proteina E2. Essa fusdo protéica € capaz de reprimir a replicagao e a
transcricdo do DNA viral e, portanto, acredita-se que ela desempenha o papel
principal na manutencao da laténcia viral observada nas células basais do epitélio
infectado. A regido L contém 2 genes: L1, o qual codifica a principal proteina do
capsideo e L2, que codifica a proteina secundaria que compde o capsideo. A regido
LCR, formada por 500 a 1000pb, é formada pela origem de replicagdo e outras
regides reguladoras, as quais contém elementos cis que regulam a expressao
génica, a replicacdo e o empacotamento de particulas virais (PRENDIVILLE e

DAVIES, 2004).

Os virus HPVs descritos séo classificados em tipos, subtipos ou variantes
com base na homologia do seu DNA. Um novo tipo € definido quando possui menos

de 90% de homologia com a sequéncia nucleotidica de L1, ap6s o sequenciamento
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completo do genoma. Os subtipos sdo definidos quando apresentam entre 2 e 10%
de divergéncia com a sequéncia nucleotidica de L1, enquanto as variantes

apresentam menos de 2% de divergéncia (BERNARD et al., 1994).

Regido Controladora Oncogenes
Virais

L1 I-GE]EIIJ 20[104

ooaA=eTEe oo feI=meSo=T
(=R et = -

- Replicagdo/Transcrigio

Estimulagdo do crescimento

FIGURA 2 — ORGANIZAGAO GENOMICA DO VIRUS DO PAPILOMA HUMANO
FONTE: PRENDIVILLE e DAVIES, 2004.

1.3.1 Infecgdo por HPV

O HPV é transmitido de uma pessoa para outra através do contato sexual
com a pele da regido afetada, ndo sendo necessario o contato com fluidos corporais.
A infeccdo por HPV pode envolver areas que nao sao facilmente cobertas por
preservativos ou que o uso nao oferegca protecdo contra a infeccdo (CANCER

RESERCH UK., 2008).

Os HPVs podem causar verrugas ou papilomas, os quais sao tumores
benignos, em varias partes do corpo. Os que ocorrem nas regides genitais feminina

e masculina e na regido anal sdo denominados condiloma acuminado e sao
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causados em sua maioria pelos HPVs 6 e 11, raramente relacionados ao CC e

classificados como de baixo risco (BRASIL. Ministério da Saude, 2012).

A infeccdo por HPV tem um padrao transitério, sendo que a maioria das
mulheres infectadas pelos tipos de HPV causadores de CC nao desenvolve a
doencga. Geralmente, a infecgdo desaparece sem nenhum tratamento e o virus é
eliminado devido a ag¢ao do sistema imune, em um periodo de 12 a 24 meses apos o
diagnéstico inicial a maioria das mulheres ja eliminou o virus naturalmente (70% a
90%) (HO et al., 1998). A infecgao persistente, incidente em 10% a 30% dos casos,
€ definida quando ocorre a detecgdo do mesmo tipo de HPV duas ou mais vezes,
em avaliagdes periédicas em um intervalo de até dois anos. O CC pode ser
detectado em uma média de 9 a 15 anos apds a infecgao persistente (KOUTSKZ et

al., 1997).

Apods a infecgao pelo HPV a sucessao dos eventos moleculares bioldgicos
pode seguir diferentes vias, podendo resultar na eliminagdo completa do virus, no
desenvolvimento de lesbes precursoras do CC e no desenvolvimento do CC. Se o
virus ndo é eliminado pelo organismo, ele pode desencadear anormalidades
nucleares primarias, incluindo a tetraploidizagdo, que levam a formacado de
Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau | (NIC |), em um prazo médio de 2 a 5 anos
ap6s a infecgao por HPV. A NIC | pode regredir espontaneamente, ou, quando
ocorre o desenvolvimento de clones celulares aneupldides, progredir para Neoplasia
Intraepitelial Cervical de grau Il e Il (NIC Il ou NIC IIl), em um prazo médio de 4 a 5
anos apos a infecgdo. Na maioria dos casos, se a NIC Il e/ou NIC Il ndo forem
devidamente tratadas, persistirdo no organismo podendo resultar em cancer
invasivo, quando os clones celulares com propriedades invasivas possuem

vantagem de crescimento (FIGURA 3) (SOUTHERN e HERRINGTON, 1998).
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FIGURA 3 — ESQUEMA DE EVENTOS MOLECULARES ASSOCIADOS AO VIRUS DO PAPILOMA
HUMANO (HPV) ENVOLVIDOS NA CARCINOGENESE CERVICAL

FONTE: SOUTHERN e HERRINGTON, 1998. Adaptado

NOTA: NIC — Neoplasia Intraepitelial Cervical

1.3.2 Neoplasias Intraepitelial Cervical — NIC

Lesbes pré-cancerigenas sao aquelas que, em principio, possuem o
potencial de progredir para um CC invasivo, se nado tratadas. Fenotipicamente, sao
caracterizadas pela presenca de DNA de HPV de alto risco e por instabilidade

cromossémica que resulta em aneuploidias. (IARC, 2005).

Os HPVs de alto risco sao detectados em 50% a 80% das lesdes de alto
grau (NIC Il e NIC Ill) e em 99,7% dos casos de cancer invasor do colo uterino

(WALBOOMERS et al., 1999; PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).
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1.3.3 Patogénese e Efeito Oncogénico

O cérvix uterino possui forma cilindrica e constitui o tergo inferior do utero
que se estende até a vagina. Ele possui uma abertura central que se abre no canal

endocervical o qual possui comunicagao com a cavidade uterina (IARC, 2005).

Devido a escoriagdes ou microlesdes na superficie mucocutanea, o virus
HPV infecta a camada de células basais do epitélio escamoso estratificado do cérvix
uterino. Essas células constituem a camada germinativa responsavel pela divisdo
celular e pela manutengdo do mecanismo de substituicdo das células superficiais
que descamam. As células basais expressam duas moléculas das familias das
integrinas, a6B1 e a6P4, identificadas como os receptores do HPV (FRAZER e
TINDLE, 1992; EVANDER et al., 1997).

Nos tumores benignos, a propagacao do virus frequentemente causa um
efeito citopatolégico sobre o epitélio infectado, no entanto, a proliferagdo do virus
nao desencadeia processos inflamatérios ou necrose celular, uma vez que a
infeccdo, geralmente, ndo é detectada de forma eficiente pelo sistema imunolégico

(STUBENRAUCH e IFTNER, 2009).

Uma célula infectada persistentemente por HPV de alto risco sofre continuas
divisdes celulares e nao interrompe a proliferagao celular em resposta aos danos no

DNA (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

Os genes virais E1 e E2 sao os responsaveis pela replicagcdo do DNA viral
nas células das camadas basais epiteliais, onde permanecem em multiplas copias
estaveis, garantindo a persisténcia nas células do epitélio proliferativo (HO et al.,

1998; LOWY e HOWLEY, 2001).

O HPV afeta as células-tronco, onde baixos niveis de DNA viral sdo
sintetizados, com um numero de 50 a 100 genomas epissomais (DNA néao integrado
ao cromossomo) por célula. O virus se auto-replica, expressando as proteinas

precoces na camada proliferativa e mais tarde nas células mais diferenciadas, onde
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ocorre a sintese do capsideo e as particulas virais sao estruturadas, resultando em

alto nivel de replicagdao do genoma viral (FRAZER e TINDLER, 1992).

As proteinas E6 e E7 sdo as oncoproteinas virais mais importantes. A
transcricdo dos genes E6 e E7 € continuamente observada em carcinomas cervicais,
sendo esse o0 primeiro indicio de um importante papel desses genes na
tumorigénese associada ao HPV (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004). Um esquema
simplificado demonstrando o mecanismo de carcinogénese devido ao HPV ¢é

demonstrado na FIGURA 4.

A ORF E6 codifica uma pequena proteina de aproximadamente 150
aminoacidos e peso molecular de 16-18kDa. Uma cooperagao com a proteina E7 €
requerida para uma capacidade completa de transformacao e imortalizagao celular

(PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

O mecanismo de acédo da proteina E6 € a inibicdo da fungdo da proteina
supressora de tumor p53, produto do gene TP53 (tumor protein p53). A atividade
supressora tumoral de p53, que normalmente levaria a célula alterada a apoptose, &
perdida quando ha a ligagao 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 EG6.

Em células nao infectadas a degradagao de p53 mediada por ubiquitina é
acionada pela proteina mdm-2, enquanto em células infectadas por HPV de alto
risco o complexo E6-EGAP substitui 0 mdm-2 no controle dos niveis de p53, levando
p53 a degradacgao proteolitica através da via da ubiquitina, diminuindo os niveis de
p53 nas células infectadas. Essa mudancga reduz drasticamente a meia-vida de p53
de 3 horas para 20 minutos, diminui a funcéo bioldgica e reduz o nivel da proteina
p53 em células do carcinoma cervical a menos da metade do nivel encontrado em
células de um epitélio normal (WERNESS, LEVINE e HOWLEY, 1990). A maioria
das proteinas E6 dos HPVs de baixo risco ndo se liga a proteina p53, e nenhuma

delas induz a sua degradacgao (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).
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FIGURA 4 — MECANISMO DA CARCINOGENESE POR HPV

FONTE: PRENDIVILLE e DAVIES, 2004. Adaptado

NOTA: HSIL: lesGes intraepitelial escamosa de alto risco (NIC Il e NIC Il); LSIL: lesbes
intraepitelial escamosa de baixo risco (NIC I).

Como consequéncia da infeccdo pelo HPV pode haver, portanto, uma
permanente proliferagcdo das células devido ao defeito na funcdo de p53. Essa
interferéncia em p53 faz com que essa proteina passe a ndo mais possuir a
capacidade de responder aos danos no DNA através de uma interrupgéo no ciclo
celular ou com o desencadeamento de morte celular programada (apoptose). Com o
decorrer do tempo, portanto, uma célula persistentemente infectada adquire cada
vez mais falhas em importantes genes do controle celular, os quais se tornam
cruciais para a progressao maligna da célula infectada (STUBENRAUCH e IFTNER,
2009).
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A oncoproteina E7 € uma pequena fosfoproteina nuclear, de
aproximadamente 100 aminoacidos e peso molecular de 10kDa. O gene E7 é o
principal oncogene transformante dos HPVs, agindo através da ligagdo de seu
produto protéico com proteinas da familia supressora tumoral pRb, pela interagao
com a familia E2F dos fatores transcricionais, controla a replicagéo celular (BOYER,

WAZER e BAND, 1996).

ApoOs lesbes no DNA, a proteina p53 normalmente € ativada e induz
inibidores de ciclina-quinase (CKI), assim como quinases (ciclina D,E-quinase), as
quais sao responsaveis pela fosforilagdo de pRb, produto do gene retinoblastoma
(RB71). A auséncia de fosforilagdo faz com que os fatores transcricionais E2F
permanecam ligados a Rb e o ciclo celular permanece detido na fase G1, até o dano
no DNA ser reparado, através do sistema de reparo do DNA (STUBENRAUCH e
IFTNER, 2009).

A ligacao de E7 a forma ativa de pRb leva a fosforilagdo da pRb e
subsequente liberagao dos fatores transcricionais E2F que estimulam a entrada da
célula na fase-S do ciclo celular, desencadeando a replicacdo (MUNGER, BASILE e
DUENSING, 2001). Essa interacdo induz multiplas respostas celulares, incluindo
mecanismos que estabilizam p53, a qual, portanto, ndo controla a proliferagao

celular (PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).

Os tipos de HPV anogenital de baixo risco, como o HPV 6, sao incapazes de
degradar p53, portanto, a capacidade das proteinas E6 e E7 dos tipos virais
anogenital degradarem p53 ou pRb parece estar correlacionada com seu potencial
oncogénico. Essa correlagdo ndo tem sido demonstrada para os HPVs cutaneos

(PRENDIVILLE e DAVIES, 2004).
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1.4 RESPOSTA IMUNE CONTRA O HPV

O epitélio € uma interface entre o virus e o ambiente, e o virus e o sistema
imune. Existe uma imunidade local natural no cérvix contra virus e bactérias. Na
regiao cervicovaginal ha bacilos de Doderlein, naturais da vagina, que secretam
acido latico, abaixando o pH da vagina, promovendo um microambiente acido, que
também dificulta infeccbes. Além disso, as células epiteliais secretam defensinas,
que sao peptideos com atividade antibacteriana e antiviral que sdo drenados através

do muco cervicovaginal (HO et al., 1998).

Quando a imunidade local ndo é suficiente para impedir a infeccao 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 liberagdo do virus é de
aproximadamente 3 semanas (que € o tempo que um queratindcito da camada basal
completa a sua diferenciagcao e sofre descamacao naturalmente), e esse periodo é
denominado periodo de incubacédo (ORIEL, 1971; MIDDLETON et al., 2003). Sabe-
se que a vigilancia imune sistémica e local pode explicar a laténcia da infecgao por

HPV genital (GONCALVES e DONADI, 2004).

O tecido linféide associado a mucosa tem como principais vias indutoras no
trato genital feminino as Células de Langerhans (CL) que s&o células dendriticas
presentes no epitélio e na mucosa, macrofagos e formagdes linféides no corion
(GRESLIN, MOUGIN e SEILLES, 1998). Essas células se encontram em maior
concentragcao no epitélio da mucosa cervical que na vagina e participam ativamente
na apresentagcdao de antigenos, através da expressao de moléculas do Complexo
Principal de Histocompatibilidade de classe Il (MHC Il), e de classe | (MHC 1),
ativando, assim, linfocitos TCD4+ e TCD8+ (RONCALI et al., 1988).

Os queratindcitos do epitélio cervical tém o potencial de apresentar
peptideos virais, uma vez que o HPV multiplica-se dentro dessas células sem causar

a sua lise. Eles também expressam moléculas MHC-II, entretanto, apenas sob
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inducdo, principalmente do INF-y e nao constitutivamente. Sendo assim os
queratindcitos também gerariam uma fonte de citocinas, e induziriam resposta imune

pelas células T (GONCALVES e DONADI, 2004).

Além das células citadas acima, populagcbes de monécitos e macréfagos
também foram encontradas na mucosa do trato uterino. Em tecidos nao afetados ha
um maior numero de macréfagos em relagdo ao numero de CL, ao contrario do que

ocorre em tecidos afetados (BANKS et al., 1991).

As células natural killer (NK) também sao importantes na infecgéo por HPV,
uma vez que a quantidade dessas células aumenta em displasias mais severas. Os
interferons (INF) de tipo 1, interferon-a e interferon- séo sintetizados pelas células
infectadas e tém atividade antiviral, antiproliferativa, antiangiogénica e propriedades
imunoestimulatérias que ativam as células dendriticas imaturas (LE BON e TOUGH,

2002; THEOFILOPOULOS et al., 2005).

Normalmente, quando uma célula é infectada por um virus, os antigenos
virais sao ubiquitinados, e levados ao proteassoma, onde sofrem degradagdo. Os
fragmentos do peptideo viral sdo transportados ao reticulo endoplasmatico através
das proteinas transportadoras TAP1 e TAP2, e |a se associam as moléculas MHC-I.
O complexo resultante é expresso na membrana celular, e o peptideo viral é
apresentado aos linfécitos TCD8+. A interagdo da APC com o linfécito TCD8+ ativa
os linfocitos T citotdxicos, que secretam perforina e granzima que provocam a lise da

célula infectada.

Quando a infecgao é por HPV, mesmo que as proteinas virais E6 e E7 sejam
fortemente expressas, os linfocitos T citotoxicos (CTLs) parecem nao reconhecé-los.
Isso deve ocorrer como um resultado da deficiéncia de apresentar epitopos virais
durante o longo periodo de laténcia entre o inicio da infec¢gdo e o aparecimento do
cancer. Portanto, a atividade das moléculas do MHC parece ser um fator

determinante na inducado de uma resposta imune adaptativa.
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Na maioria dos casos, a infeccdo por HPV é eliminada, mesmo quando ja
foram desenvolvidas NIC | e Il e o virus presente €& potencialmente oncogénico.
Entretanto, alguns estudos demonstraram que o virus ndo é associado, em alguns
casos, com alteracdes histopatoldgicas. Nesses casos a infecgdo € caracterizada
por HPV latente, ocorrendo assintomaticamente, o que demonstra a atividade de um
mecanismo de defesa funcional dos virus. Quando o sistema imune nao é sinalizado
quanto a presengca do virus no organismo, pode resultar em cronicidade e

persisténcia da infecgao.

1.5 ESTRATEGIAS DE RASTREAMENTO E PREVENCAO

A prevencgao primaria do cancer do colo do utero pode ser realizada atraves
do uso de preservativos durante a relagdo sexual, embora 0 uso dos mesmos nao
impecga totalmente a transmissao do virus. Ja a preveng¢ao secundaria seria através
da realizagdo do exame preventivo do cancer do colo do utero (BRASIL. Ministério

da Saude, 2010).

Até a década de 90, o teste Papanicolaou ou citologia cervical constituiu-se
na principal estratégia utilizada em programas de rastreamento voltados para o
controle do céancer do colo do utero. O exame consiste na coleta de material
citologico do colo do utero, sendo coletada uma amostra da parte externa
(ectocérvice) e outra da parte interna (endocérvice) (BRASIL. Ministério da Saude,

2010).

O exame deve ser realizado em todas as mulheres com vida sexual ativa ou
nao, pelo menos uma vez ao ano. Novos métodos de rastreamento como testes de
deteccdo do DNA do HPV e inspecédo visual do colo do utero sdo apontados em
varios estudos como eficazes na reducao das taxas de mortalidade por cancer do

colo do utero (BRASIL. Ministério da Saude, 2010).
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No inicio dos anos 90 (1991 — 1993), foram desenvolvidas duas vacinas
contra os tipos virais mais presentes no cancer de colo do utero (HPV-16 e HPV-18)
(JAVIER e BUTEL, 2008). Mas o real impacto da vacinagao contra o cancer de colo
de utero s6 podera ser observado apos décadas. Ha duas vacinas comercializadas
no Brasil. Uma delas € a quadrivalente, ou seja, previne contra os tipos 16 e 18,
presentes em 70% dos casos de cancer de colo do utero e contra os tipos 6 e 11,
presentes em 90% dos casos de verrugas genitais. A outra é especifica para os

subtipos 16 e 18 (BRASIL. Ministério da Saude, 2010).

1.6 MHC

Os linfocitos T possuem os receptores de células T (TCR) que reconhecem
antigenos apresentados pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). A
capacidade das APCs apresentarem antigenos as células T € devida a presenca de
proteinas especializadas codificadas por genes presentes no Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) (ALAM et
al., 1996).

Nas décadas de 60 e 70 foi descoberto que os genes do MHC eram
fundamentais para todas as respostas imunolégicas contra antigenos protéicos, uma
vez que codificam moléculas MHC que tém habilidade de ligar e apresentar

peptideos derivados de varias proteinas antigénicas (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

O Complexo de Histocompatibilidade Humano (HLA, do inglés Human
Leucocyte Antigen) foi descoberto na década de 50, por Dausset, Payne e van

Rood. (BELL, 1989).

O sistema génico HLA encontra-se no cromossomo 6 na banda 6p21.31 e
abrange 4 megabases de extensao. Essa regidao possui diversos genes associados
ao sistema imune, sendo varios nao pertencentes ao sistema HLA (PARHAM, 2001).

Essa regido do genoma, de acordo com a estrutura e funcdo das proteinas



27

codificadas a partir dos genes nela existentes, foi subdividida em regides de classe |,

Il e Il (FIGURA 5) (CHRISTIANSEN et al., 1994).

Na regido de Classe | situam-se os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C;
conhecidos como HLA classicos, ou de classe la; e HLA-E, HLA-F e HLA-G;
conhecidos como HLA nao classicos ou de classe |Ib. Os genes classicos codificam
para a cadeia a das moléculas HLA de classe | cuja estrutura se completa com uma
cadeia leve de [B2-microglobulina, codificada por um gene de mesmo nome
localizado no cromossomo 15, sdo expressos em todas as células nucleadas. Os
genes nao classicos apresentam distribuicao tecidual restrita, sdo pouco polimérficos
e podem apresentar diferentes isoformas, devido ao processamento alternativo do

mRNA. (LEWIN, 2001; FAINARDI et al., 2003).

Na regido de Classe Il situam-se os genes que codificam para as proteinas
ou antigenos de Classe Il, HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP. As moléculas codificadas
pelos genes HLA-DRA e -DRB, -DQA e -DQB, -DPA e -DPB estao presentes
apenas em células do sistema imune como os linfocitos B e T, e macrofagos.
Também na regido de Classe Il encontram-se os genes TAP1, TAP2 e LMP2, entre
outros, que codificam para produtos moleculares que ndo sdo de antigenos de
histocompatibilidade, mas possuem importante papel na implementacédo da resposta

imune adaptativa (LEWIN, 2001).
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FIGURA 5 - MAPA DO COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC) HUMANO
FONTE: http://e-gastroped.com.br/jun05/cel02.jpg (Sociedad Latinoamericana de Gastroenterologia
Pediatrica, Hepatologia y Nutricién, 2006). Adaptado.

A regido de Classe lll, localizada entre as regides de classe | e Il, contém
pelo menos 59 genes e possui a maior densidade génica das trés regides HLA.
Entretanto, ndo é conhecido se todos os genes identificados na Regido Il sao
funcionais ou pseudogenes. Foram definidos genes que atuam no processo de
ativacdao do sistema complemento (Bf, C2, C4A, C4B) e genes da 21-hidroxilase,
TNF e LTA, que codificam as citocinas TNF-a e LT-a (antigo TNF-B)
respectivamente, além de genes para susceptibilidade a doengas como a Doencga de

Graves, Doenga de Crohn, entre outros (MATSUZAKA et al. 2001).

Ha algum tempo, alelos HLA-I alterados em pacientes com CC tém sido
reconhecidos e a presenca de alguns alelos HLA-II especificos podem ser decisivos

no risco ao CC (SOUTHERN e HERRINGTON, 1998). O mecanismo mais
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possivelmente envolvido € uma hipo-regulacdo desses antigenos durante a

carcinogénese cervical (SOUTHERN e HERRINGTON, 1998).

Devido a grande importancia desses genes nos processos imunoldgicos e a
identificacdo de associagdao com CC em outras populagdes, sera investigada nesse
trabalho a existéncia de associacdo entre variantes alélicas do gene HLA-G em

mulheres da regiao sul do Brasil, as quais desenvolveram NIC Il e IIl.

1.7 HLA-G

HLA-G possui uma limitada distribuicdo tecidual (HVIID et al., 1997).
Inicialmente, foi detectado no fluido amnidtico e soro de mulheres gravidas, e
pensava-se que estivesse restrito somente a estes, mas, posteriormente, detectou-
se que 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 L et al., 1997), a cornea (LE DISCORDE et al., 2003), o pancreas (CIRULLI
et al., 2006) e precursores eritréides e endoteliais (MENIER et al., 2004).

Alguns tecidos expressam HLA-G na tentativa de subverter a resposta imune
favorecendo o escape tumoral e inibindo o ataque das células tumorais por células
natural killer (NK) e linfécito T citotdxico, porém o grau de expressdao da molécula

varia de acordo com o tecido (ROUAS- FREISS et al., 2005).

De modo semelhante aos tumores, os virus desenvolvem estratégias para
escapar do sistema imune. Sendo assim a indugdo da expressdo da molécula de
HLA-G por células infectadas por virus pode ser um mecanismo adicional e induzido
que o ajude a subverter as defesas do hospedeiro, como demonstrou Donaghy e
colaboradores que verificaram que os niveis de HLA-G soluvel sdo maiores em

individuos portadores do HIV (DONAGHY et al., 2007).
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1.7.1 O gene, a proteina e as isoformas do HLA-G

O gene HLA-G é composto por oito exons, sete introns e uma regidao 3’ nao
traduzida (3' UTR) pertencente ao exon 8. O exon 1 codifica o peptidio sinal; os
exons 2, 3 e 4 codificam os dominios a1, a2 e a3 respectivamente; o exon 5 codifica
a regiao transmembrana; os exons 6, 7 e 8 codificam o dominio citoplasmatico. O
exon 6 apresenta um cédon de terminacdo (UGA) que leva a producdo de uma
proteina truncada com a perda de 19 residuos de aminoacidos, que nas moléculas
HLA classicas sao altamente conservados. Como consequéncias a regidao ou cauda
citoplasmatica da cadeia a da proteina HLA-G possui apenas 6 aminoacidos,
enquanto nas moléculas de classe la essa cauda possui 30 aminoacidos. (VAN DER

VEN et al., 2000; CAROSELLA et al., 1999).

O transcrito primario do mRNA de HLA-G pode sofrer processamento
alternativo, gerando sete isoformas de proteinas distintas HLA-G1, -G2, -G3 e —G4
ligadas a membrana e as formas soluveis HLA-G5, —-G6 e —G7 (FIGURA 6) (PAUL et
al., 2000).

HLA-G-1 possui os trés dominios extracelulares, um dominio
transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta. Um processamento alternativo
que resultou nas isoformas HLA-G2, -G3, e -G4 e que exclui respectivamente o éxon
3, os éxon 3 e 4, ou 0 éxon 4 geram isoformas que retém somente o dominio a. para
—G3, os dominios a ea para —G2 e os dominios a ea para —G4 unidos a regiao
transmembrana. As formas soluveis HLA-G5 e HLA-G6 séo devidas a traducao do
intron 4, o qual contém um coédon de parada, evitando a tradugédo das sequéncias
transmembrana e citoplasmatica. Ja a isoforma soluvel HLA-G7 é decorrente da
retengao do intron 2 ao mRNA, produzindo uma molécula com 117 aminoacidos que
contém apenas o dominio a1l da molécula ligado a 2 aminoacidos no terminal

carboxila codificado pelo intron 2 (PAUL et al., 2000).
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mRMNAs encoding HLA-G isoforms
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FIGURA 6: ESQUEMA DA CONSTITUICAO DO GENE HLA-G E SUAS ISOFORMAS

Estrutura dos mRNA que codificam as diferentes isoformas do gene HLA-G (A). Estrutura do gene
HLA-G e dominios apresentados por casa isoforma.

Fonte: Adaptado de Sun, 2008.

As isoformas vinculadas a membrana atuam no local onde sao expressas,
entretanto, as isoformas soluveis, como por exemplo, HLA-G5, podem exercer suas
fungdes em locais distantes de distribuicdo, através do sistema circulatério (ROUAS-

FREISS et al., 2005).

1.7.2 Polimorfismos no Gene HLA-G

O polimorfismo alélico do gene HLA-G é reduzido quando comparado com
os genes HLA classicos. Substituigdes nucleotidicas, principalmente nos exons 2, 3

e 4 caracterizam 47 alelos, sendo dois deles nulos, que resultam em apenas 15
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proteinas diferentes devido a presenca de varias substituicdes sinbnimas entre os

diferentes alelos (IMGT/HLA database, Janeiro, 2012).

Apesar de uma baixa variabilidade na regidao codificadora desse gene, um
alto grau de variagdo é observado tanto na regido promotora, como na regiao 3’
UTR, ambas podendo influenciar nos niveis de expressdao de HLA-G. A populagao
brasileira representa uma das mais heterogéneas do mundo, resultado de cinco
séculos de mistura étnica entre europeus, africanos e nativos indigenas
principalmente. Por essa razao essa populagdo apresenta a maior variabilidade de

HLA-G ja detectada (CASTELLI et al., 2009).

Em 1991 Harrison e col. descreveram a existéncia de um polimorfismo de 14
pb (5-ATTTGTTCATGCCT-3’) no exon 8 do gene HLA-G (HARRISON, 1991). A
presenca da delecdo do fragmento de 14pb exerce influéncia na estabilidade do
MRNA de HLA-G. A delegao e a presenca da sequéncia de 14pb estdo presentes
em aproximadamente 58% e 42%, respectivamente, da populagdo caucasiana

(Hviid, 2008).

Foi observado que alelos HLA-G que apresentavam a sequiéncia de 14pb
(exon 8) sofriam um processamento alternativo (splicing) que removia os primeiros
92pb do exon 8 tornando a molécula mais estavel (ROUSSEAU, 2004). No entanto,
alelos do HLA-G contendo esta sequencia foram associados com baixa produgao de
MRNA para a maioria das isoformas tanto sollUveis como de membrana em amostras
de trofoblastos, o que influencia na funcdo do HLA-G e é importante em certas
complicagdes na gravidez (CRISPIM, 2007). Dessa forma, variantes alélicas de HLA-
G podem influenciar nos niveis de HLA-G soluvel (sHLA-G) no plasma (REBMANN,
2001).
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1.7.3 HLA-G e a evasao da resposta imune tumoral

HLA-G pode ser expresso nas células tumorais tanto na sua forma soluvel
como ligado a membrana (ROUAS-FREISS et al., 2005). Essa expressao de HLA-G
por células malignas pode impedir a rejeicao imune ao tumor, devido a capacidade
que a molécula HLA-G tem de inibir células natural killers (NK), linfécitos T

citotoxicos e células apresentadoras de antigenos (APCs).

Esta inibicdo ocorre através de sua ligagao direta aos receptores inibitorios
ILT (/mmunoglobulin-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 é um receptor especifico para HLA-G (CAROSELLA et
al., 2003; LE MAOULT et al., 2005). As expressdes de HLA-G1 e de HLA-G5 séao
capazes de induzir o aumento da expressdo de seus proprios receptores, ILT2 e
ILT4 na APC, ILT2 e KIR2DL4 em células NK, e ILT2 e KIR2DL4 em linfocitos T
CD4+, mas nao em linfécitos T CD8+ (LE MAOULT et al.,, 2005). Estes dados
mostram que a molécula HLA-G é capaz de alterar o equilibrio do balango de sinais
de inibicdo versus estimulo, favorecendo assim a inibicdo de sinais, e aumentando

os limiares de ativagao para estas células (ROUAS-FREISS et al., 2007).

A molécula HLA-G5 exibe propriedades inibitorias e possui a capacidade de
se ligar a CD8 e a receptores inibitorios, tal como o HLA-G1. Na verdade, a isoforma
soluvel HLA-G5 inibe células mediadoras de lise como NK e LT CD8+, e a resposta
alogénica de linfocitos T citotoxicos. Por outro lado, existem relatos de que a
molécula HLA-G5 pode induzir a apoptose de LT CD8+ ativados através da ligagcao

de receptores Fas / Fas ligante de LT CD8+ e CD8 (CAROSELLA et al., 2003).

Varias citocinas podem induzir a expressao de HLA-G, tais como GM-CSF
(Fator Estimulante de Colbénia de Granulécitos-Macréfagos), interleucina (IL)- 10,
IFNs (Interferons), e LIF (fator inibitério de leucécitos) (CAROSELLA et al.,
2003;ROUAS-FREISS et al., 2007). Curiosamente, a presenca de IL-10, que é

secretada por células de linfoma cutaneo, é responsavel por induzir a expressao
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HLA-G in vitro e in vivo (UROSEVIC et al, 2002), e no caso do cancer de pulméo, a
interleucina aparece fortemente associada a expressao de HLA-G. Devido a estas
propriedades imunossupressoras, HLA-G junto a IL-10 podem contribuir para a

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

Tanto IFN-B como IFN-y, parecem reforcar a expressdao de HLA-G na
superficie celular in vitro e mais recentemente in vivo (CAROSELLA et al., 2003;
MITSDOERFFER et al. 2005). Esta mudanca fenotipica pode conferir imunoprotegao
as células tumorais, facilitando a propagacao tumoral no hospedeiro. Assim sendo, a
administracdo de IFNs para imunoterapia de doengas malignas apresenta um
potencial efeito colateral para o aumento da regulagcdo positiva da expressao de

HLA-G no local do tumor (ROUAS-FREISS et al., 2007; CAROSELLA et al., 2008a).

1.7.4 A expressao de HLA-G e correlagao clinica no cancer

Células transformadas sao inicialmente eliminadas pela resposta imune inata
mediada por células como NK; durante a progressédo tumoral a resposta adaptativa,
mediada pelos linfécitos T, pode se desenvolver. Porém a sele¢ao imune resulta em
células tumorais que inibem a expressdo de HLAs de classe | e Il, reduzindo a
quantidade de antigenos tumorais apresentados, facilitando o escape do ataque
imune e permitindo a progressédo e metastase. Devido as propriedades tolerogénicas
do HLA-G em relagdo as células NK, T e células apresentadoras de antigeno, sua
funcdo no cancer é considerada importante como um mecanismo de escape na fase

avangada do cancer (ROUAS-FREISS et al., 2007).

Os primeiros indicios de que a expressao ectopica de HLA-G se estendia
para lesdes de melanoma malignas foram apresentados por Paul et al. (PAUL et al.,

2008).

Rebmann e colaboradores confirmaram a presenga de niveis

significativamente maiores de sHLA-G no sangue de pacientes sofrendo de
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melanoma maligno, cancer de mama e ovario, e glioblastoma. Também mostraram
que além das células tumorais, células do sangue periférico sdo capazes de secretar
sHLA-G, dando destaque aos mondcitos como maiores secretores (REBMANN et

al., 2003)

A deteccao de sHLA-G foi sugerida como um marcador molecular no
diagndstico de ascite maligna em pacientes de carcinoma ductal de mama e
carcinoma seroso de ovario, os niveis da molécula soluvel foram significativamente
maiores na ascite maligna que na benigna. A detecgao da molécula soluvel mostrou
ser um exame de maior resolugcéo que o exame citolégico uma vez que a quantidade
de células malignas na ascite tende a ser muito baixa, dificultando a detecgédo das

mesmas (SINGER et al., 2003).

Em cancer colorretal foi demonstrado que a expressdo de HLA-G foi
significativamente maior em tecido maligno, em comparagédo com tecido normal, por
RT-PCR (FUTUSHUMA et al., 1998); e por imunohistoquimica, além da sua
expressao ter sido relacionada com diversos dados clinicos patolégicos como a
extensao da invasao, grau histoldgico, resposta imune do hospedeiro, metastase no
linfonodo, e estagio clinico da doenca (YE et al.,, 2007). Zhu e colaboradores.
propuseram a quantificacdo de sHLA-G no soro como uma marcador para
diferenciar cancer colorretal de doencgas benignas que atingem o mesmo tecido

(ZHU et al., 2010).

Sayed e colaboradores mostraram que a detecgdo de sHLA-G no sangue
pode ser utilizado como um marcador na detecgdo precoce de cancer de mama,
além de atuar como uma forma de monitorar o estado da paciente apds tratamento.
Eles observaram que entre as pacientes que apresentavam niveis séricos de sHLA-
G muito maiores que a média (19,5 ng/ml; neste estudo) apresentaram uma queda
nos niveis para abaixo da média apés um ano do tratamento cirurgico. A unica
paciente cujos niveis nao reduziram foi detectada a presenca de metastase distante

(SAYED et al., 2010).
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Em geral, a expressdo aumentada de HLA-G em canceres ginecoldgicos foi
associada com progressao da lesao, particularmente em cancer de ovario (SHEU e
SHIN, 2007) e adenocarcinoma endometrial (BARRIER et al, 2006). A expressao de
HLA-G por tumores trofoblasticos também é confirmada. De fato esse tipo de tumor,
apesar de raro, pode muitas vezes ser confundido com cancer cervical, pois ambos
envolvem o segmento inferior do utero e cérvix. A distingdo entre os tipos tumorais é
importante, pois as formas de tratamento sao diferentes, sendo assim a analise da
expressdo de HLA-G por imunohistoquimica foi sugerida com uma ferramenta
eficiente, juntamente com outros marcadores moleculares, na distingdo entre os

tumores (KALHOR et al., 2009).

Alguns virus, incluindo citomegalovirus (PANGAULT et al., 2004), virus da
raiva (LAFON et al., 2005) e Epstein-Barr (GAZIT et al., 2007) podem induzir a
expressao de HLA-G. Apesar da expressao de HLA-G em células cancerosas ja ter
sido determinada em varios estudos poucos foram os estudos que avaliaram a

expressao de HLA-G em lesbes cervicais ou cancer cervical causadas pelo HPV.

Canceres de diferentes origens exibem um comportamento preferencial de
superexpressao de HLA-G na doenca avangada, ao invés de nas lesdes tumorais
iniciais, suportando seu papel tolerogénico na fase final da imunoedicdo (UROSEVIC
e DUMMER, 2008). No entanto a expressao de HLA-G em lesdes cervicais e cancer
cervical exibe um padrao controverso. Estudos indicam para diferentes diregdes. A
superexpressao da proteina ja foi associada com os estagios iniciais da doenca e foi
observado o decréscimo da expressao a medida que as lesdes progridem para alto
grau e cancer (ZHOU et al, 2006; YOON et al, 2007; GONCALVES et al, 2008;
GUIMARAES et al, 2010), sugerindo que talvez a molécula seja essencial nos
estados iniciais da carcinogénese. Outros estudos indicam aumento da expressao
de HLA-G em lesbes de alto grau e no cancer cervical tanto in situ, como a na forma

soluvel (DONG et al, 2010; ZHENG et al, 2011).
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O alelo HLAG*01:03 foi considerado como protetor contra lesbes causadas
por HPV quando comparadas com controles em um estudo realizado por Simodes e
colaboradores, o mesmo efeito foi atribuido ao haplétipo HLAG*01:03/+14pb, e ao
gendtipo G*01:01/01:04; no entanto o alelo HLAG*01:03 é conhecido por sempre
estar associado a insergao de 14pb na populacéo brasileira, que foi alvo do estudo.
O efeito protetor conferido ao alelo HLAG*01:03 baseou-se no fato que este alelo € o
terceiro mais comum na populagado normal brasileira, porém nao foi encontrado em
pacientes. Em contrapartida, os haplétipos G*01:04/+14pb e G*01:04/-14pb parecem
conferir suscetibilidade a desenvolver lesdes cervicais quando comparadas com
controles. Pacientes apresentando o haplotipo G*01:04/+14pb e co-infeccdo com
HPV-16 e -18 mostraram-se especialmente suscetiveis a desenvolver lesdes de alto
grau, talvez pelo grupo alélico HLA-G*01:04 ser associado a alta producao de HLA-
G que, em conjunto com o fator estabilizante +14 pb, influenciaria na maior produgao
da molécula, gerando um maior escape do ataque das células NK (SIMOES et al.,
2009). Este estudo mostra que os polimorfismos apresentados pelo HLA-G, em
conjunto com o tipo viral, podem estar associados ao desenvolvimento de lesbes

cervicais.

Ferguson e colaboradores (FERGUSON et al, 2011) associaram os alelos
HLA-G*01:02:02 e -G*01:06, e a presenga do polimorfismo de 14pb com um risco
aumentado de desenvolver o cancer cervical invasivo; quando estes trés alelos

estavam em homozigose.

HLA-G possui um grande potencial com marcador de diagndstico e
prognoéstico em diferentes patologias, porém sua relagdo com lesbes cervicais e o

cancer cervical merece investigagdes continuas.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao da molécula HLA de classe | ndo-classica soluvel HLA-
G no soro, e verificar a existéncia de associacdo entre variantes alélicas e
polimorfismos da regido 3' UTR do gene HLA-G no desenvolvimento de neoplasias

intra-epitelial cervical de graus Il e lll.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar a tipificacdo do gene HLA-G em nivel alélico em 200 mulheres,
com NIC de graus Il e lll, e em 100 mulheres saudaveis, sem NIC, com

exame citopatoldgico realizado no ultimo ano.

e Calcular as frequéncias alélicas do gene mencionado acima, e do

polimorfismo ins/del 14pb presente no exon 8.

e Investigar a existéncia de associagcdo entre as variantes alélicas do gene

mencionado acima e os diferentes graus de NIC (Il e IIl).

¢ Avaliar se o eventual aumento da expresséo sérica da molécula HLA-G esta

relacionado aos diferentes graus de NIC (Il e Ill) ou a alelos especificos.
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3 JUSTIFICATIVA

O céancer cervical (CC) € um importante problema de saude publica em todo
mundo, principalmente em paises em desenvolvimento. A susceptibilidade genética
a infecgdo por HPV parece ser importante na determinagdo do risco individual ao
desenvolvimento deste cancer induzido pelo virus (MAGNUSSON e GYLLENSTEN,
2000).

Apesar do vasto conhecimento a respeito da infec¢cao pelo HPV, pouco se
sabe sobre a histéria natural das infeccdes por HPV de alto risco. E importante
conhecer as causas da persisténcia da infec¢do por HPV oncogénicos e o que faz

com que lesdes precursoras progridam e nao regridam.

Um bom conhecimento da base genética do desenvolvimento de lesdes de
alto risco que resultam em cancer cervical pode contribuir para acompanhamento
diferencial de individuos que apresentam lesdes pré-cancerosas através de tipagens
genéticas. Um estudo caso/controle cujo gene candidato (HLA-G) esta direta ou
indiretamente envolvido com a progressao ou regressao de infecgbes causadas por
HPV pode contribuir para esclarecer a complexa base genética da predisposi¢céo ou

protecao contra o desenvolvimento de cancer causado por HPV.
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4 ARTIGO

As secbes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Conclusédo serao

abordadas a seguir na forma de um artigo cientifico.
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ABSTRACT:

Cervical cancer is associated with persistent HPV infection; it progresses from
cervical intraepithelial neoplasias (CIN). HLA-G is a non-classical human leukocyte
antigen with immunoregulatory function that interacts with inhibitory receptor in
Natural killer cells and T lymphocytes; its expression has been associated with
several cancer types and virus infections. In this study we evaluated HLA-G alleles
and genotypes, the 14bp in/del polymorphism present in exon 8 and sHLA-G serum
expression in 94 women with CIN Il, 97 women with CIN Ill and compared with 96
healthy women, all from South of Brazil. Risk factors related to smoking habits, as
well as sexual behavior (beginning of sexual activity and number of partners) support
the works already published. Regarding HLA-G allele and genotype frequencies, as
well HLA-G 14 bp polymorphism, there were no associations with protection or
susceptibility. For the sHLA-G expression there was no difference among the groups.
However HLA-G is a potential prognosis and diagnosis marker in several diseases
and malignances; although among the several data already collected it is not
observed a consistent pattern of associations regarding cervical lesions, reinforcing
the need for more studies.

Keywords: MHC, HLA, HPV, CIN, sHLA-G.

ABBREVIATIONS: CC: Cervical Cancer; HPV: human papillomavirus; STI: common sexually
transmitted infection; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; HLA: Human Leucocyte Antigen; ILT:
Immunoglobulin-Like Trascrip; HIV: Human Immunodeficiency Virus; sHLA-G: soluble HLA-G; HW:
healthy women; CIN II: CIN grade II; CIN IlI: CIN grade lllI; bp: base pair.
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INTRODUCTION

Cervical cancer (CC) is a health issue all over the world. It is the second most
incident cancer in women, especially in developing countries [1]. In Brazil it was
estimated 15,590 new CC cases for 2014 and its incidence depends on the region,
being the most frequent among women in the North region and the fifth in the South
[2].

The main etiological agents of CC are the oncogenic types of human
papillomavirus (HPV) [1]. HPV is a common sexually transmitted infection (STI) [3].
HPV low-risk types are associated with the development of genital warts, and the
high-risk types are associated with cervical lesions and cancer [1, 4, 5]. The
presence of the high-risk HPV is considered a prerequisite for development of CC
and, if the virus is not eliminated, it can trigger cellular abnormalities that lead to the
formation of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) I, Il and Ill. In most cases, if CIN Il
and lll are left untreated, they can progress to invasive cancer [6]. Although
necessary, HPV infection is not sufficient for the CC to establish and several other
behavior factors influence the development of CC like: smoking, use of hormonal
contraceptives, parity, number of sexual partners and educational status [3, 7, 8].
Also, the host immune system plays a crucial role in whether the infection will persist
or not. It has been demonstrated that HPV proteins can be presented as foreign
antigens and trigger the immune response [9, 10].

HLA-G is a non-classical class | HLA protein [11]. It is expressed in a limited sort
of tissues, such as thymus [12], and pancreas [13]. HLA-G can be expressed by
some tissues as an attempt to evade immune response, sustaining tumor
development and inhibiting the attack of natural killer cells and cytotoxic T
lymphocyte towards tumor cells, however, the amount of expressed protein vary
depending on the tissue [14, 15]. This process happens through the interaction with
the inhibitors receptors ILT (Immunoglobulin-Like Trascrip), ILT-2 (LILRB1/CD85j),
ILT-4 (LILRB2/CD85d) and KIR2DL4 (CD158d) (killer-cell immunoglobulin-like

receptor, 2 domains, long cytoplasmic tail, 4) [16].

In a similar way, virus can also develop strategies to escape the immune system
response. The induced expression of HLA-G has already been associated with many

different virus such as HIV [17] and Epstein-Barr [18], among others [19, 20].
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The HLA-G mRNA can undergo alternative splicing, generating seven distinct
isoforms: HLA-G1, -G2, -G3 and -G4 which are membrane-bound forms and HLA-
G5, -G6 and -G7 that are soluble (sHLA-G). Both soluble and membrane bound

isoforms can bind the inhibitors receptors [21].

According to the IMGT Data Base, fifty alleles have been described for HLA-G,
two of them are null, and result in 16 different proteins [22]. Also an important in/del
polymorphism of 14bp (rs66554220) has been described in exon 8 of HLA-G gene
[23]. The insertion of this 14bp (5-ATTTGTTCATGCCT-3’) sequence grants the
HLA-G mRNA greater stability [24], however it has also been associated with lower

levels of expression [25].

Due to the fundamental role of this gene in immunological processes and its
association with several different cancers [26], including its prognostic and diagnosis
potential [27, 28]; we investigated the association between cervical pre malignant
lesions that might be a result of HPV infection and HLA-G polymorphisms and

soluble expression in a group of women from South of Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and samples

EDTA blood samples were collected from 191 female patients of Erasto Gaertner
Hospital in Curitiba-Parana, Brazil. Out of these women 94 were confirmed with CIN
II'and 97 with CIN Il after histological examination. The mean age of patients group
was 31 years old (range 16 — 45). In addition, 96 healthy women (HW), negative for
CIN, unrelated and randomly selected also participated in this study; the mean age in
this group was 35 years old (range 21 — 45). They were recruited in public campaigns
for cervical screening. Exclusion criteria were: having sexual intercourse in the
previous 24 hours; have presented altered cervical cytology at any time or have
undergone a cauterization procedure in the cervix. The study was approved by the
Ethical Committee for Clinical Research of the Erasto Gaertner Hospital (protocol
CEP: 81520-060, P.P No 1943).
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All participants gave written informed consent before blood withdrawal and
responded to an epidemiological questionnaire. Ethical characterization was
assigned by the interviewer when the questionnaire was applied. Participants were
defined as Euro, Afro or Asian descendent and as Brazilian Mixed; which
corresponds to a mix of Euro, Afro, Asian and Amerindian ancestry; after asked
about their family history and composition.

For sHLA-G evaluation the serum from all participants was used. Peripheral blood
was collected in a recipient without anticoagulant. The specimens were centrifuged at

1500 rpm for 7 minutes and stored at -80°C until used.

Allele determination

HLA-G alleles were determinate by direct DNA sequencing analysis of exons 2, 3
and 4 using ABI Prism Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, CA, USA) and analyzed at an ABI Prism 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems, CA, USA) as previously performed and describeb in our lab [29]. DNA

was obtained from peripheral blood using a salting out procedure [30].

SsHLA-G Quantification in Peripheral Blood

ELISA was performed using a commercial kit (EXBIO/BioVendor, Praha, Czech
Republic) according to the manufacturer’s instructions. The detection limit of the test
was 3.9 U/ml.

14 bp polymorphism characterization

The exon 8 fragment was obtained using the following primers: G85S=
TGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC and G83S= GAAGGAATGCAGTTCAGC
ATGA, as previously described by Hviid et al. [31], and were analyzed by 8%

polyacrylamide gel electrophoresis and visualized by silver staining.

Statistical analysis

Observed frequencies of HLA-G alleles and 14 bp polymorphism were
determined by direct counting, and compared to Hardy-Weinberg equilibrium using

the Arlequin 3.5 software [32]. Allelic and genotype frequencies were compared
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among CIN II, CIN Ill and Healthy women; and between Patients and Healthy women
using G Test. This test was also used for compare ethnic and smoke habits among
groups.

sHLA-G concentration data is presented as median after testing Gaussian
distribution. The serum levels were compared among CIN Il, CIN Il and Healthy
women using Kruskal-Wallis Test; and between Patients and Healthy women through
and Mann-Whitney Test. These three tests were also performed to compare the age
of first sexual relation and total number of sexual partners.

All comparisons used the significance level as 0.05.

RESULTS

Sample characterization:

Most of healthy women (HW) group was composed of Euro-descendents (65.6%),
while the majority of patient group was composed of Brazilian Mixed (59.1%) as
shows in Table 1. This difference in ethical distribution was statistically significant
(p=0.0005, global G Test).

The frequency of women with smoking habits was significantly higher in the
patient group (p=0.0007 global G Test), also presented in Table 1.

Age at beginning of sexual activity was significantly higher in the HW group
(p=0.0009, Kruskal-Wallis Test), where the median age was 17, contrasting with 15
in CIN Il group and 16 in CIN IIl group, between CIN Il and CIN Il there is no
significant difference. A box Plot of the age at beginning of sexual activity is present

in Figure 1.
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Figure 1: Beginning age of sexual activity box Plot.
Note: The bars above the groups indicate significantly differences between groups, using Mann-
Whitney Test.

The median number of sexual partners was significantly lower in the HW group
(p<0.0001, Kruskal-Wallis Global Test), where the median was 2 partners,
contrasting with 4 in CIN Il and CIN III groups, between CIN Il and CIN Il there is
also no significant difference. A box Plot of the number of sexual partners is present

in Figure 2.

120+

Sexual parthers

Figure 2: Number of sexual partners box Plot.
Note: The bars under the groups indicate significantly differences between groups, using Mann-
Whitney Test.



HW CIN II CIN Il
Ethical characterization
Euro-descendents 63° 65.6% 34° 36.2% 36° 37.1%
African-descendents 3 3.1% 4 4.3% 1 1.0%
Brazilian Mixed 30° 31.3% 55° 58.5% 58 ° 59.8%
Asian-descendents 0 0.0% 0 0.0% 1 1.0%
Not informed 0 0.0% 1 1.1% 1 1.0%
Smoking habits distribution
Never Smoked 67° 69.8% 42° 44.7% 44° 45.4%
Ex-Smoked 122 12.5% 172 18.1% 25° 25.8%
Smoker 16 ° 16.7% 35° 37.2% 28° 28.9%
Not Informed 1 1.0%
Total 96 94 97

Table 1: Ethical and Smoking habits characterization.

Note: Different letters indicates significantly differences between groups, in two by two comparisons

using G Test.

Allele and genotype determination
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Nineteen different alleles were identified in the sample; they are shown in Table 2

along with the absolute and relative frequencies in each group.

HLA-G* HW CINII CIN 1lI
G*01:01:01 74 38.5% 74 39.4% 80 41.2%
G*01:01:02 38 19.8% 44 23.4% 44 22.7%
G*01:01:03 8 4.2% 5 2.7% 11 5.7%
G*01:01:04 0 0.0% 1 0.5% 0 0.0%
G*01:01:05 0 0.0% 0 0.0% 1 0.5%
G*01:01:06 1 0.5% 1 0.5% 0 0.0%
G*01:01:08 8 4.2% 5 2.7% 3 1.5%
G*01:01:09 2 1.0% 0 0.0% 0 0.0%
G*01:01:12 0 0.0% 1 0.5% 0 0.0%
G*01:01:14 0 0.0% 1 0.5% 1 0.5%
G*01:01:15 0 0.0% 1 0.5% 0 0.0%
G*01:01:17 0 0.0% 1 0.5% 0 0.0%
G*01:01:19 1 0.5% 0 0.0% 0 0.0%
G*01:01:20 2 1.0% 0 0.0% 0 0.0%
G*01:03:01 20 10.4% 18 9.6% 14 7.2%
G*01:04:01 19 9.9% 11 5.9% 19 9.8%
G*01:04:04 6 3.1% 10 5.3% 10 5.2%

G*01:05N 1 0.5% 2 1.1% 7 3.6%

G*01:06 12 6.3% 13 6.9% 4 2.1%

TOTAL 192 188 194

Table 2: Allele frequencies overview.
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Once there was significant difference in the ethnical distribution of the sample,
the comparisons among the samples in allele frequencies was according to ethical
group and only in protein level to avoid many comparisons, this data are present in
Table 3. The comparisons in genotype frequencies was also according to ethical
group and in protein level, this data are present in Table 4. No significance was

observed in allele and genotype frequencies.

Ethnic Genotype HW CIN I CIN 1l
01:01/01:01 34  540% 18 529% 19 52,8%
8 01:01/01:03 5 7,9% 4 11,8% 3 8,3%
g 01:01/01:04 11 17,5% 9 26,5% 9 25,0%
S 01:01/01:05 0 0,0% 2 5,9% 1 2,8%
§ 01:01/01:06 7 11,1% 0 0,0% 1 2,8%
? 01:03/01:04 2 3,2% 1 2,9% 1 2,8%
= 01:03/01:06 2 3,2% 0 0,0% 0 0,0%
w 01:04/01:04 2 3,2% 0 0,0% 1 2,8%
01:04/01:05 0 0,0% 0 0,0% 1 2,8%
TOTAL 63 34 36
p=0.2144
8 01:01/01:01 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0%
<8 01:01/01:03 1 33,3% 0 0,0% 0 0,0%
S g 01:01/01:04 1 33,3% 2 50,0% 0 0,0%
< § 01:01/01:06 1 33,3% 1 25,0% 0 0,0%
° 01:03/01:03 0 0,0% 1 25,0% 0 0,0%
TOTAL 3 4 1
p=0.3425
01:01/01:01 13  433% 27 491% 33 56,9%
01:01/01:03 8 26,7% 7 12,7% 5 8,6%
S 01:01/01:04 3 10,0% 7 12,7% 7 12,1%
g 01:01/01:05 1 3,3% 2 3,6% 2 3,4%
= 01:01/01:06 2 6,7% 8 14,5% 2 3,4%
§ 01:03/01:03 0 0,0% 1 1,8% 0 0,0%
N 01:03/01:04 2 6,7% 2 3,6% 4 6,9%
&5 01:03/01:05 0 0,0% 0 0,0% 1 1,7%
01:04/01:04 1 3,3% 0 0,0% 2 3,4%
01:04/01:05 0 0,0% 0 0,0% 1 1,7%
01:04/01:06 0 0,0% 1 1,8% 1 1,7%
TOTAL 30 55 58
p=0.4935
Asian-
descendents 01:01/01:01 1 100,0% 0 0,0%
Not informed 01:01/01:01 0 0,0% 1 100,0%

Table 4: Comparison of genotype frequencies.
Note: A p-value is presented for a multiple comparisons inside which group using global G-Test.
Asian-descendents and “Not informed” was not tested because the N size.
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sHLA-G quantification

From the 287 serum samples quantified, 178 (62%) were under the detection limit
of the kit (3.9 U/ml) and therefore excluded from the analysis. The remaining 109
were classified as follow: 32 CIN Il (representing 34% of this group), 33 CIN Il (34%
of this group), and 44 healthy women (45.8% of this group). The detected values for
sHLA-G in each group were: 5.07 — 355.14 U/ml (median 17.71 U/ml) for CIN Il, 4.11
—308.19 U/ml (median 20.65 U/ml) for CIN IIl, and 3.93 — 314.76 U/ml (median 22.19
U/ml) for the Healthy group. The distribution of SHLA-G is presented in Figure 3. No
statistical difference was found when the measurements of the three groups was
compared (p=0.9081, Kruskal-Wallis test).
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Figure 3: Distribution of sHLA-G in the three compared groups. Measurements are given in

units per milliliter (U/ml). The graph shows logarithmic scale and the bar represent the
median.

14 bp polymorphism characterization

Regarding the frequency of insertion and deletion of the 14bp fragment, there was
no difference in the frequency among the groups, or between patients and healthy
women considering either allele frequencies or genotype frequencies. The genotype
frequencies are show in Table 5.
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Ethnic 14 pb HW CIN I CIN 1l
del/del 23 36,5% 14 41,2% 12 33,3%
Euro-descendents  ins/del 23 36,5% 12 35,3% 20 55,6%
ins/ins 17 27,0% 8 23,5% 4 11,1%
TOTAL 63 34 36
p=0.2278
_ del/del 1 33,3% 1 25,0% 1 100,0%
jonirioan ins/del 1 33,3% 2 50,0% 0 0,0%
ins/ins 1 33,3% 1 25,0% 0 0,0%
TOTAL 3 4 1
p=0.6616
del/del 9 30,0% 13 23,6% 13 22,4%
Brazilian Mixed ins/del 15 50,0% 29 52,7% 36 62,1%
ins/ins 6 20,0% 13 23,6% 9 15,5%
TOTAL 30 55 58
p=0.7161
Asian-descendents  del/del 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0%
Not informed ins/del 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0%
ins/ins 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0%

Table 5: Comparison of genotype frequencies of 14bp polymorphism.
Note: A p-value is presented for a multiple comparisons inside which group using global G-Test.
Asian-descendents and “Not informed” was not tested because the N size.

DISCUSSION

The differences related to smoking habits, begining of sexual activity and number
of sexual partners observed in this study corroborates these features as risk factors
for cervical lesion development [7, 33-35].

Simoes et al. [36] found that the allele HLA-G*01:03 and the genotype —G*01:01,
01:04 could result in protection against cervical lesions, and that the haplotypes —
G*01:04/ins and —G*01:04/del would bring susceptibility. Another study [37] identified
a higher risk of invasive cancer when the following alleles were present in
homozygosis: -G*01:01:02, -G*01:06 and 14bp ins; and related the presence of the —
G*01:01:01 allele with a reduced risk of developing invasive cancer, but found no
association between HLA-G polymorphisms and pre-invasive cervical lesions. The
same group [38] performed a longitudinal study and found association of —
G*01:01:02 and —G*01:01:08 with increased risk of HPV infection, and —-G*071:01:02
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and —G*01:03 with persistent HPV infection, which could be related to the
consequent development of cervical lesion.

Metcalfe and colleagues [39] in another longitudinal study associated the alleles —
G*01:01:02 with a protection to HPV infection, -G*07:04:01 in homozygosis conferred
protection to high-risk HPV infection, while -G*01:01:01 was associated to a higher
risk of low-risk HPV infection.

In a Brazilian study, Silva and colleagues [40] found that 14bp del/del genotype
was associated with decrease risk of developing intra cervico-vaginal cancer, but no
associations with 14bp alleles in the same comparison. Yang and colleagues [41]
found no association for 14bp ins/del alleles or genotypes with cervical squamous
cell carcinoma in a Taiwanese population.

In the present study no association of any allele or genotype with the
development of high grade lesions in the uterine cervix was found. Also, there was
no correlation when the 14 bp polymorphism frequencies were compared.

As presents above, many associations of HLA-G alleles and genotypes were
found and no consensus result for a genetic marker against cervical lesions were
obtained over populations.

The lack of association in this study could be related to the actual non existence
of a specific genetic marker that could influence in the cervical lesion development in
the studied population, considering that each population has its own characteristics
and frequencies that cannot be disregarded.

Regarding the soluble HLA-G expression, there was no difference concerning
lesion grade and healthy controls, or the presence of lesion and healthy controls.
Usually the expression of HLA-G by cancer cells and other diseases follows a
preferential patter of over expression during advanced stages of the pathology [42].
However, HLA-G expression on cervical lesions and cervical cancer exhibits a
controversial patter. So far there are evidences for the over expression of this protein
on the initial stages of the disease, and progressive decrease as the lesion progress
to higher grades and cancer [43-46], suggesting that this protein might be important
for the initial stages of carcinogenesis and virus persistence. There is also evidence
of HLA-G over expression in higher lesion grades, and cervical cancer [47, 48],
corroborating with the patters in other pathologies [49, 50]. The correlation of HLA-G
expression and higher grades of CIN was not present in this study, however we were

not able to test the possible correlation with CIN I.
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In conclusion the evaluated sample didn't show HLA-G soluble expression
association with progression of CIN lesions or as a prognostic marker. Considering
that pre malignant cervical lesions undergo cellular alterations due HPV proteins
action, the investigation of other regions, such as promoter and an increased number
of subjects, might be of great importance in determining significant and characteristic
alterations that could be associated with CIN development. HLA-G association with
CIN and cervical cancer is a field of research with great potential that deserves

further investigation.
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