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RESUMO

Introduc@o- A as lesdes associadas com a infeccao pelo HPV podem evoluir
para lesdes pré malignas como as neoplasias intraepiteliais cervicais(NIC) e cancer
de colo uterino(CC). Suspeitamos que alguma falha no sistema imune permita a
persisténcia do virus. Neste estudo foi avaliado de forma transversal a concentracao
de (MBL) Lectina Ligante de Manose, uma ficolina que atua na via das lectinas do
sistema complemento e para se avaliar a hipétese que poderia estar envolvida na
evolucao da doenca.

Método- As pacientes atendidas no servico de Patologia do Trato Genital
Inferior do Hospital Erasto Gaertner em 2011, (Hospital do Cancer) foram triadas de
acordo com o grau de doenca em NIC1, NIC2, NIC3 e Cancer. Foi coletado sangue
para exames de rotina e dosagem da concentragéo de MBL.

Resultado- Foram avaliados 364 pacientes distribuidas em NIC1=54, NIC2=72,
NIC3=145 e CC = 93. A média de idade foi distinta entre os grupos sendo NIC1(30,6),
NIC2(34,4), NIC3(34,3), e CC(48,3). A mediana das concentragdes de MBL foram
NIC1(1324), NIC2(1104), NIC3(1098), e CC(1452).

Concluséo- Os resultados encontrados, ndo sustentam a hipétese de que niveis
de MBL podem influenciar a infec¢éo ou evolucdo da doenca no colo uterino. Também
demonstraram que a concentracdo ndo variou com a idade das pacientes estudadas.

Palavras-chave: MBL, Papiloma virus Humano, HPV, Cancer de colo uterino, imunidade.



ABSTRACT

Background

The lesions associated with HPV infection can progress to pre
malignant lesions such as cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical cancer
(CC). We suspect a fault in the immune system is what allows the virus persistence.
This study evaluated transversely the concentration of Mannose Binding Lectin
(MBL) that operates in the ficolin and lectin pathway of the complement system to
evaluate the hypothesis that MBL could be involved in the disease progression.

Method

Patients treated in the Hospital in 2011 (Cancer Hospital) were screened
according to the degree of disease in CIN1, CIN2, CIN3 and Cervical Cancer. The
blood was collected and tested, for standard blood tests and concentration of MBL.

Results

We evaluated 364 patients distributed in CIN1=54, CIN2=72, CIN3=145
CC=93 were evaluated. Mean age was different among the groups being CIN1
(30.6), CIN2 (34.4), CIN3 (34, 3), and CC (48.3). The median MBL concentrations
were NIC1 (1324), CIN2 (1104), CIN3 (1098), and CC (1452).

Conclusion

The results do not support the hypothesis that MBL levels may influence the
progress of the disease or infection in the cervix. The results also demonstrated that
the concentration did not vary with age of the patients studied.
Keywords: MBL, human papillomavirus, HPV, Cervical cancer, immunity.
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1 Introducéo

O Cancer de colo uterino (CC), permanece como um grande desafio a ser
vencido, pois mesmo tendo sua incidéncia reduzida em paises desenvolvidos, regibes
no mundo com baixo poder econémico tem nesta moléstia um grande algoz. O uso da
citologia oncotica, exame de Papanicolau, tem sido uma estratégia universalmente
aceita e fez com que a incidéncia de cancer do colo do utero e mortalidade nos
Estados Unidos diminuisse significativamente desde a década de 1950 por mais de
70% (Safaeian M, 2007), (Landis SH, 1999). Esse declinio é atribuido principalmente
a introducéo do teste de Papanicolau na década de 1940. O céancer do colo do utero
gue nos EUA foi a principal causa de mortes por cancer nas mulheres, agora esta em
12 © lugar (Solomon D, 2000). Apesar disso, o cancer do colo do uUtero € o segundo
mais frequente de todas as doencas malignas do sexo feminino em todo o mundo,
sendo que 80% dos casos ocorrem em paises pobres sem recursos (Bosch XF, 2013)
(Safaeian M, 2007) (Doorslaer KV, 2010). O resultado da implementacdo de
programas de rastreamento citolégico organizados e bem coordenados pode ser
também vista com os dados da Escandinavia e Inglaterra que conseguiram diminuir
acima dos 50 % a incidéncia e mortalidade do cancer de colo uterino (Safaeian M,
2007) (Parkin DM, 2005) (Kitchener HC, 2006). Entretanto a citologia por si s6 ndo é
suficiente para predizer quem serdo 0s casos que evoluirdo para cancer de colo de
Utero, e apresenta indice de falsos negativos consideraveis. (INCA, Programa

Nacional de Controle Cancer Colo Utero, 2014).
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2 Revisado da literatura

2.1 Carcinoma de colo uterino e suas lesGes precursoras

2.1.1. Conceito

O cancer do colo do utero € caracterizado pela replicacdo desordenada das
células do epitélio de revestimento do 6rgdo, comprometendo o tecido subjacente
(estroma) e podendo invadir estruturas e 6rgdos contiguos ou a distancia. Ha duas
principais categorias de carcinomas invasores do colo do Uutero, dependendo da
origem do epitélio comprometido: o carcinoma epidermoide, tipo mais incidente e que
acomete o epitélio escamoso (representa cerca de 80% dos casos), e O
adenocarcinoma, tipo mais raro (menos frequente) e que acomete o epitélio glandular
(10% dos casos).

E uma doenca de desenvolvimento lento, que pode cursar sem sintomas em
fase inicial e evoluir para quadros de sangramento vaginal intermitente ou apos a
relacdo sexual, secrecdo vaginal anormal e dor abdominal associada com queixas
urindrias ou intestinais nos casos mais avancados. (INCA, Programa Nacional de
Controle Cancer Colo Utero, 2014)

2.1.2 Epidemiologia

Cerca de 250.000 mortes por ano no mundo, diretamente relacionada com o
cancer de colo uterino, além disso outras doencas relacionadas a infec¢do do virus
HPV com grande morbidade, como cancer de anus, vagina vulva, pénis, cabeca e
pescoco podem acometer homens e mulheres (Doorbar J, 2012) (Doorslaer KV, 2010)
(Bosch XF, 2013).

Segundo o Globocan, cerca de 85% dos casos de cancer do colo do utero
ocorrem nos paises menos desenvolvidos e a mortalidade por este cancer varia de 18
vezes entre as diferentes regides do mundo, com taxas de menos de 2 por 100.000
na Asia Ocidental e de 27,6 na Africa oriental (WHO, 2014).

Nos Estados Unidos da América(EUA), o risco de desenvolver o CC é de
aproximadamente 0,7 % no decorrer da vida e estima-se que em 2014 teremos 12.360

casos novos e 4.020 obitos por CC (NCI, National Cancer Institute: Comprehensive



22

Cancer Information, 2014). O nimero de novos casos de cancer de colo do utero foi
de 7,8 por 100.000 mulheres por ano. O numero de mortes foi de 2,4 por 100.000
mulheres por ano. Tendo-se uma estimativa de 249.632 mulheres que viviam com
cancer de colo do utero nos EUA (CDC, 2014) .

No Brasil, é o terceiro tumor mais frequente na populacédo feminina, atras do
cancer de mama e do colorretal, e a quarta causa de morte de mulheres por cancer
no Brasil. Prova de que o pais avancou na sua capacidade de realizar diagnostico
precoce € que na década de 1990, 70% dos casos diagnosticados eram da doenca
invasiva. Atualmente 44% dos casos séo de lesdo precursora do cancer, chamada
carcinoma in situ (INCA-Tipos de céancer, 2014).

As taxas de incidéncia estimada e de mortalidade no Brasil sdo elevadas
guando comparadas as de paises desenvolvidos com programas de deteccao precoce
bem estruturados. Paises europeus, Estados Unidos, Canada, Japdo e Austrélia
apresentam as menores taxas, enquanto paises da América Latina e, sobretudo, de
regibes mais pobres da Africa, apresentam valores bastante elevados (INCA,
Programa Nacional de Controle Cancer Colo Utero, 2014).

Na andlise regional no Brasil, o cancer do colo do Utero se destaca como o
primeiro mais incidente na regido Norte, com 23,6 casos por 100.000 mulheres. Nas
regides Centro-Oeste e Nordeste ocupa a segunda posi¢cédo, com taxas de 22,2/100
mil e 18,8/100 mil, respectivamente, e € o quarto mais incidente na regido Sudeste
(10,15/100 mil) e quinto na Sul (15,9/100 mil) (INCA, Programa Nacional de Controle
Cancer Colo Utero, 2014).

Varias capitais jA apresentam resultados bem promissores que houve um
evidente decréscimo nas taxas de incidéncia e de mortalidade como nas cidades de
Curitiba (-9,4% e -7,9%), Séo Paulo (-7,4% e -3,6%) e Goiania (-4,9% e -3,2%).
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Sao Paulo (1997-2008)
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30 20 10 0 10 20 30
HIncidéncia m®Mortalidade

Figura 1- Incidéncia e Mortalidade de Cancer nas Capitais Brasileiras
Adaptado pelo autor, fonte : (INCA, Informativo vigilancia do cancer, 2014)

2.1.3 Importancia da histopatologia e classificacéo citologica

A citologia oncotica ou exame de Papanicolau ¢é a base atual do rastreio de
lesBes pré-malignas de um cancer absolutamente evitavel como o de colo de utero
(Safaeian M, 2007) (Bosch XF, 2013) (Kitchener HC, 2006) (Solomon D, 2000). E o
principal método de rastreamento, embora o tecido necroético, sangramento e células
inflamatdrias possam prejudicar a visualizacao de células neoplasicas. A taxa de falso
negativo da citologia pode ultrapassar 50%. Assim, um esfregaco negativo em uma
paciente sintoméatica nunca deve ser considerado como resultado definitivo (INCA-
Tipos de cancer, 2014).

O céancer do colo do utero é precedido por uma longa fase de doenca pré-
invasiva, denominada de neoplasia intraepitelial cervical (NIC). A NIC é categorizada
em graus |, Il e lll, dependendo da proporgédo da espessura do epitélio que apresenta
células maduras e diferenciadas. Os graus mais graves da NIC (Il e Ill) apresentam
um comprometimento maior na proporcao da espessura do epitélio composto de
células indiferenciadas (Sellors JW, 2003) e, devido a sua maior probabilidade de
progressao para o cancer, se deixadas sem tratamento (McCredie MR, 2008) , sdo

consideradas seus reais precursores. A maioria das NIC | regride em periodos entre
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12 a 24 meses ou nao progride a NIC Il ou lll e, portanto, ndo é considerada lesdo
precursora (Ho GY, 1998).

A infeccdo persistente, provocada por um ou mais dos tipos oncogénicos de
Papiloma virus humano (HPV), € uma causa necessaria da neoplasia cervical, porém,
a maioria das alteracdes cervicais causadas pela infeccdo do HPV tem pouca
probabilidade de progredir (Sellors JW, 2003).

Organizar programas de rastreio nos paises em desenvolvimento, onde a
incidéncia do CC é alta mantem-se um grande desafio. Ha muitos obstaculos para o
rastreio do CC nos paises pobres de recursos, geralmente atribuidas a falta de
infraestrutura e aporte financeiro na area de salde - e uma falta de conscientizacao e
educacao sobre o cancer do colo do utero entre as mulheres e os profissionais de
saude (Denny L, 2006) (Zeferino LC, 2006) (Safaeian M, 2007) (Safaeian M, 2007).
Além disso, na Africa e na América do Sul que além de suportar uma prevaléncia
maior do céncer do colo do Utero, ha concorrentes necessidades de cuidados de
saude, tais como HIV / AIDS, doencas infecciosas, como a malaria, tuberculose e
mortalidade infantil elevada e altas taxas de mortalidade materna que consomem
muito dos recursos que normalmente sédo escassos. Também nao ha muitos médicos
treinados, e hd uma falta de suprimentos e pessoal de laboratério adequados, e
instalacdes de tratamento (Solomon D, 2000) (Denny L, 2006) (Zeferino LC, 2006).

2.1.4 Fatores de risco

O principal fator de risco para o cancer de colo uterino seria sem davida a
infeccdo do virus HPV (Doorslaer KV, 2010) (Ho GY, 1998) (Bosch XF, 2013). Outros
cofatores também s&o considerados para o cancer invasivo entre as mulheres
infectadas por HPV, como o tabagismo, uso de anticoncepcionais hormonal(CO) a
longo prazo, multiparidade e infeccdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Bosch XF, 2013).

O uso de anticoncepcionais orais poderia influenciar a progressao da infeccao
por promover a integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro e estimular a
transcricdo dos oncogenes virais E6 e E7 envolvidos na carcinogénese (Castellsagué
X, 2003).

As evidéncias parecem ser mais consistente para a paridade e tabagismo do

que para uso CO. A associacdo com o uso de CO foi detectada apenas para
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adenocarcinoma in situ em um estudo realizado nos EUA (Castellsagué X, 2003),
(Lacey JV Jr, 1999) e nos estudos IARC, tanto para carcinoma de células escamosas
e adenocarcinoma (Moreno V, 2002), mas nenhuma associacdo foi encontrada no
estudo de caso-controle do Reino Unido de CIN3 (Deacon JM, 2000) ou no estudo
prospectivo de coorte dos EUA (Castellsagué X, 2003), (Castle PE., 2002).

Do ponto de vista da saude publica, a paridade parece ser um fator
comportamental associado a maior proporcdo de casos CC entre as mulheres
infectadas pelo HPV. No entanto, o tabagismo e o uso CO por longo prazo pode ter
um impacto semelhante em populagdes fortemente expostas ao HPV e destes fatores.
Os estudos revisados indicam que o tabagismo e a paridade podem ser cofatores que
podem modular o risco de uma infeccéo pelo HPV evoluir para Lesdes de alto grau ou
Cancer (Castellsagué X, 2003).

O inicio precoce da atividade sexual, histéria de multiplos parceiros e parceiros
de alto risco (homens cuja parceira anterior tinha carcinoma de colo uterino, homens
com carcinoma de pénis ou homens que tiveram contato com prostitutas), também
sao fatores de risco conhecidos para o CC (INCA, Programa Nacional de Controle
Cancer Colo Utero, 2014).

2.2. Papiloma virus humano

O Papiloma virus Humano (HPV) esta associado a uma variedade de condi¢cdes
clinicas que variam desde lesdes inGcuas até aquelas relacionadas ao cancer (Tabela
1). A maioria das infec¢des sao benignos e com curso Limitado (BURD, 2003). O HPV
foi reconhecida pela primeira vez como a causa da verrugas cutaneas (verrugas
plantares, verrugas comuns, verrugas planas) sobre as maos e os pés. As verrugas
sdo areas da pele hipertrofiada preenchido com queratina e sdo consideradas como
sendo principalmente um incomodo cosmético. Geralmente, elas desaparecem
espontaneamente dentro de 1-5 anos podendo se manifestar de varias formas.
Hiperplasia epitelial focal da cavidade oral (Doenca de Heck) é predominantemente
causada pelo HPV-13 e tende a regredir espontaneamente (Villiers EM, 1989) (BURD,
2003). Epidermodysplasia Veruciformis uma doenga genética rara, com verrugas
associadas ao HPV no tronco e membros superiores, pode evoluir para carcinomas

de células escamosas invasivo. Papilomas conjuntival e carcinomas associados ao
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HPV foram descritos (BURD, 2003) (Villiers EM, 1989). A papilomatose respiratéria
recorrente € uma doenca essencialmente da laringe em criancas com idade média de
3 anos, mas também pode ocorrer em adultos. Porque um alto percentual de maes
tém uma historia de HPV e os tipos de HPV que causam verrugas ano genitais, Sao
0S mesmos que causam a papilomatose sendo pensado ser adquirida a infecgéo pela
passagem por um canal de parto infectado por HPV (BURD, 2003) (Doorslaer KV,
2010). Ha também alguma sugestdo de que o doenca pode ser adquirida no utero
desde que os casos foram documentados ao nascer depois da cesarea (Bosch FX,
1995) (Bosch FX., 2013). A ligacao entre infec¢des genitais por HPV e céancer cervical
foi demonstrado pela primeira vez no inicio dos anos 80 por Harold Zur Hausen,
virologista alemao ganhador do prémio Nobel de medicina de 2008 por seus trabalhos
com HPV e CC (Zur Hausen H, 1977). Desde entdo, a ligacdo entre o HPV e o
carcinoma de células escamosas do colo do uUtero tornou-se bem estabelecida. A
magnitude da associacdo entre HPV e carcinoma de células escamosas do colo do
Gtero é maior do que para a associacao entre tabagismo e cancer de pulméo (BURD,
2003) (Franco EL, 1995) (Zur Hausen H., 2002).

Doenca associada Tipos de HPV

Verrugas plantares. 1,2,4,63

Verrugas comuns. 2,1,7,4,26, 27,29, 41,57, 65, 77, 1,

Verrugas planas. 3,10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76

Epidermodisplasia verruciformis. 2,3,10,5,8,9,12, 14, 15, 17, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 36, 37, 38, 47, 50

Papilomatose respiratéria recorrente. 6,11

Papilomas / carcinomas da conjuntiva. 6,11, 16

Condiloma acuminado (verrugas genitais), 6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

Baixo risco para cancer 6,11, 40, 42, 43, 44, 55

Alto risco para cancer 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
66, 68 70.

QUADRO 2 - TIPO DE HPV E DOENCA ASSOCIADA. ADAPTADO PELO AUTOR. FONTE:
(BURD, 2003).

A infeccéo pelo papiloma virus humano (HPV) € uma condigdo necessaria mas
nao exclusiva para o desenvolvimento de CC (Bosch XF, 2013) (Doorbar J, 2012)
(Doorslaer KV, 2010).

Os HPVs séo virus sem envelope, com cerca de 55 nm de didametro, com um

capsideo icosaédrico com 72 capsdmeros, constituidos de DNA dupla fita, circular,
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que contém cerca de 8.000 pares de bases. Anteriormente classificados como
pertencentes a familia Papovaviridae e subfamilia Papillomavirus, nos ultimos anos
foram reconhecidos como uma familia propria: a Papillomaviridae (BURD, 2003)
(Villiers EM, Taxonomic Classification of Papillomaviruses., 2001) . O genoma do HPV
divide-se em trés regides: regiao precoce (E), regido tardia (L) e regido reguladora
(URR). A regido precoce contém 7 a 8 genes (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 e E8) e a
regido tardia 2 genes (L1 e L2) (Doorslaer KV, 2010).

7.,908/1

Figura 2- Estrutura esquematica do HPV. adaptado pelo autor .Fonte : (Doorslaer KV, 2010)

A primeira contém o DNA para a replicagdo viral (E1, E2), regulacdo da
expressao (E2), montagem e liberacao do virus (E4) e imortalizacao e transformacao
celular (E5, E6 e E7). E3 e E8 ndo tém acédo conhecida, estando presentes em apenas
uma minoria dos HPVs. Os genes L1 e L2 codificam para duas proteinas do capsideo.
A regido regulatéria que separa estes conjuntos de genes € constituida por 1.000 pb
e contém elementos reguladores da expressdao e replicacdo génicas e do
empacotamento de particulas virais (Bosch FX., 2013) .

Os subtipos sao definidos quando apresentam entre 2 a 10% de divergéncia
com a sequéncia nucleotidica de L1, enquanto as variantes apresentam menos de 2%
de divergéncia. Filogeneticamente os tipos que infectam a area genital pertencem ao
género alfa e os associados com epidermodisplasia verrusiforme cutanea, ao género
beta. Os diferentes tipos tém tropismo por infectar diferentes tecidos, por exemplo,
tipos epidérmicos (HPV 1-4, 10, 26-29, 37, 38, 46, 47, 49, 50, 57), e tipos genitais
(HPV 6, 11, 16, 18, varios 30s, 40s, 50s, 60s, 70s). Aproximadamente 40 tipos

infectam a area genital. Destes, alguns tém potencial oncogénico, particularmente os



28

HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 54, 56, 58, 59, 60 e 66 (Doorslaer KV, 2010)
(Bosch FX., 2013). Os tipos oncogénicos prevalentes mundialmente sdo: 16, 18, 45,
31, 33, 58, 52 e 35 (Bosch FX., 2013). Os tipos genitais de HPV podem ser
classificados segundo o risco que conferem ao desenvolvimento de lesbes
neoplasicas do colo uterino em:

Tipos de baixo risco (LR): (HPVs 6, 11, 40, 42, 43 e 44), causadores de
verrugas genitais externas (condiloma acuminado) e lesdes benignas do colo uterino.

Tipos de alto risco (HR): HPVs tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, e 68 encontrados em lesbes de alto grau e carcinoma invasor (Bosch XF, 2013;
Bosch FX., 2013) (Bouvard V, 2010) (Smith JS, 2007). Com aumento da evidéncia
epidemioldgica identificou-se que a infeccdo persistente, com oncogénicos a-
papiloma virus humano como causadores de carcinoma cervical (Bosch XF, 2013)
(Doorbar J, 2012) (Safaeian M, 2007) (Villa LL, 2005).

2.2.1. Histéria natural e ciclo de vida do HPV

Aproximadamente 45% das mulheres vao adquirir uma infeccdo nos primeiros
36 meses de atividade sexual (Ho GY, 1998). Em individuos saudéaveis infec¢des por
HPV regridem espontaneamente em 90 % dos casos dentro de 12-36 meses
(Doorslaer KV, 2010) (Woodman CB, 2001) (Ho GY, 1998) . Porém quando ocorre a
persisténcia da infeccdo (cerca de 10%), associada com os tipos de alto risco do HPV
pode acontecer o desenvolvimento de uma lesdo pré-invasiva, conhecido como
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (Ho GY, 1998) (Rodriguez AC, 2010). Em
mulheres de qualquer idade, infec¢des recentemente detectadas foram associadas
com riscos absolutos muito baixos de persisténcia, NIC 2, ou NIC3+ (Rodriguez AC,
2010) (Castle PE, 2009) (Ho GY, 1998). Para infec¢Bes recém-detectados, a taxa de
progresséao para NIC 2 + (ou NIC 3 +), ap6s 3 anos de acompanhamento, nao foi maior
para mulheres com idade entre 34 anos e mais velhos do que para as mulheres mais
jovens. Além disso, as taxas de novas infec¢des detectadas diminuiu drasticamente
com a idade (Rodriguez AC, 2010) (Goodman MT, 2008). Apesar de que as lesbes
pré-cancerosas induzidas pelo HPV, em casos raros, podem levar rapidamente ao
cancer, o tempo total médio desde a infec¢do por um HPV cancerigeno até o cancer
cervical invasivo, quando isso ocorrer, € de 25-30 anos ou mais (Rodriguez AC, 2010)

(McCredie MR, 2008). A classificacdo histologica tenta prever a capacidade de
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progredir para cancer destas les6es pré-invasivas que podem ser divididas como ja
mencionado em : NIC | com comportamento menos agressivo e com taxa de
resolucao espontanea mais alta; NIC Il com comportamento incerto mas muito mais
semelhante ao NICI e NIC Ill com possibilidade mais elevado de progressédo para
cancer (Castle PE, 2009) (Syrjanen, 1996) (Doorslaer KV, 2010).
que 5% dos NIC2 e mais de 12% dos NIC3 evoluiram para cancer invasor, ao passo

Ostdr demonstrou

que apenas 1% das NIC 1 poderia ter a mesma evolugdo (Ostor, 1993).

TABELA 1- RESUMO DA HISTORIA NATURAL DA NIC. ADAPTADO PELO AUTOR. FONTE
(Ostor, 1993)
Regresséao Persisténcia Progresséo para | Progressao para
NIC3 Invaséo
NIC 1 57% 32% 11% 1%
NIC 2 43% 35% 22% 5%
NIC 3 32% <56% - >12%

O NIC 2 pensava ser um passo intermediario de NIC1 para NIC 3 (precursor
direto do CC). Mais recentemente, a existéncia deste passo intermediario é
questionada. Muitos estudos tém demonstrado que a reprodutibilidade da NIC 2 é
bastante pobre (McCredie MR, 2008) (Castle PE, 2009), e do comportamento
bioldgico € variavel (Castle PE, 2009). Recente dados mostraram que as taxas de
regressao da NIC 2 entre as mulheres jovens (Definido como menos de 25 anos)
chega até 75% (Bosch XF, 2013) (Castle PE, 2009). NIC 3 é um diagndstico
razoavelmente reprodutivel e tem um risco de aproximadamente 30% de desenvolver
em cancer invasivo ao longo de anos, se nao tratada (Stoler MH, 2001). NIC 3 &,
portanto, um ponto de extremidade mais rigoroso para 0s ensaios clinicos, enquanto
NIC 2 representa o limiar para o tratamento de proporcionar uma medida adicional de
seguranca (NCI, 2014).

Na pratica clinica diaria nos deparamos com casos de dificil compreenséo
onde vemos pacientes jovens com doencas agressivas, pacientes que fazem quadros
bastante amplos de infec¢cdo do HPV com lesbes em colo, vagina, vulva e anus, mas
também vemos pacientes que reagem com cura espontanea da lesdo (Syrjanen,
1996).

A infeccdo por HPV, estd associada com um risco aumentado do
desenvolvimento de cancer cervical em mulheres imunodeficientes, sugerindo que os

fatores que afetam o sistema imunologico (tais como predisposicdo genética)
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potencialmente podem influenciar a capacidade do hospedeiro para eliminar uma
infeccdo por HPV (Tsai CC & Eng, 2009). A recorréncia de NIC, apds o tratamento
cirdrgico, em pacientes HIV +, tem sido associada com cargas virais elevadas e baixas
contagens de CD4, levando a teoria de que o grau de imunossupressao tem um efeito

maior sobre a recorréncia da neoplasia (Falter KJ, 2013).

Infeccdo

learence 8
U Colo com

Cancer

Colo Normal

Figura 3 — Histdria evolutiva do Cancer de colo uterino

2.2.2. Oncogénese do HPV

O genoma do HPV divide-se em trés regides: regido precoce (E), regido tardia
(L) e regido reguladora (URR). A regido precoce contém 7 a 8 genes (E1, E2, ES3, E4,
E5, E6, E7 e E8) e aregido tardia 2 genes (L1 e L2). A primeira contém o DNA para
a replicacdo viral (E1, E2), regulacdo da expressao (E2), montagem e liberacdo do
virus (E4) e imortalizacao e transformacao celular (E5, E6 e E7). E3 e E8 ndo tém
acao conhecida, estando presentes em apenas uma minoria dos HPVs. Os genes L1
e L2 codificam para duas proteinas do capsideo (Deligeoroglou E, 2013). As
oncoproteinas E6 e E7 contribuem para a iniciacdo do tumor e também desempenham
um papel importante na progressdo maligna através da inducdo da instabilidade
gendmica e outros mecanismos. Sendo isto necessario para a inducdo e a
manutencado da expressao do fendétipo transformado de HPV E6 e E7 (McLaughlin-
Drubin ME, 2008).

Genes iniciais sdo expressos nas camadas basal, supra basal, e as células
intermediarias do colo do Utero, ao passo que os genes de manifestacao tardia,
responsaveis pelas proteinas da capside, sdo ativados nas camadas apicais. E1
prepara o genoma viral a ser replicado na célula hospedeira. E2 mantém a forma
epissomal do genoma viral e organiza a sua transcricdo. E4 ndo tem sua acéo

potencial esclarecida. Até agora, a sua expressao € aparente ao longo do epitélio. E4



31

facilita a replicacéo viral e interrompe o citoesqueleto, a fim de facilitar a evacuacéo
dos virus para fora das células diferenciadas. A proteina E5, quando presente,
modifica a funcdo dos receptores do fator de crescimento (Zhang B, 2002).

As proteinas E6 e E7 sdo as principais ferramentas oncogénicas no genoma
viral. Em HPV baixo risco E6 e E7 aparecem inativas ou fracamente ativas. Pelo
contrario, 0os oncogenes nos virus do tipo de alto risco séo transcritos enquanto virus
de HPV de alto risco integra o seu DNA no DNA celular (Bosch XF, 2013) (Zur Hausen
H., 2002) (Mlinger K, 2002). A proteina E6 se liga principalmente a proteina p53
supressora de tumor e prende a célula na fase S do ciclo celular, o que dificulta a
apoptose e aumentando a capacidade de transformacéo. E7 se liga e inativa pra
supressor de tumor, resultando em tumorigénese (Miunger K, 2002) (Faridi R, 2011)
(Deligeoroglou E, 2013) (Bosch XF, 2013).

Os principais alvos celulares das oncoproteinas E6 e E7 do HPV, séo o p53 e
0s caminhos supressores de tumor pRb, estes pontos séo disfuncionais em algum
nivel em quase todos os tumores sélidos humanos estas aberracfes sdo bem aceitas
para representar "mutacdes do controlador” quase universais (McLaughlin-Drubin ME,
2008). A oncoproteina E7 atua através da ligacdo de seu produto proteico com
proteinas da familia supressora tumoral pRb, que, pela interacdo com a familia E2F
dos fatores transcricionais, controla a replicacéo celular (Boyer, 1996). Essa interacéo
induz mdltiplas respostas celulares, incluindo mecanismos que estabilizam p53, a
qual, ndo controla a proliferacdo celular (Prendiville & 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 sdo alvos da oncoproteina HPV E7
(Klingelhutz & J.K., 1996) (Cordeiro J.C., 2013).
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Figura 4 — Mecanismo da carcinogénese por HPV, adaptado pelo autor
FONTE: (Prendiville & Davies, 2004.) (Cordeiro J.C., 2013).
NOTA: HSIL: lesbes intraepitelial escamosa de alto risco (NIC Il e NIC IIl); LSIL: lesdes
intraepitelial escamosa de baixo risco (NIC I).

2.2.3. Resposta imune do hospedeiro contra o HPV

Infecgdo por HPV no trato genital € comum em individuos jovens sexualmente
ativos, a maioria dos quais consegue eliminar a infeccdo sem apresentar clinica
evidente. Entretanto, a maioria das pessoas que desenvolvem lesdes benignas,
conseguem com base em uma resposta imune mediada célula (CMI) fazer com que
as lesbes regridam. A incapacidade de desenvolver eficaz CMI para limpar ou
controlar infeccéo, resulta em infecgéo persistente e, no caso dos HPVs oncogénicos,
maior probabilidade de progresséo para NIC 3 e carcinoma. A duracéo prolongada de
infeccdo associados com HPV parece estar associado com a evasdo eficaz de
imunidade inata, atrasando assim a ativacdo da imunidade adaptativa (Stanley M,
2010).

Para iniciar seu ciclo de vida, um virus deve se ligar a célula hospedeira e
atravessar a membrana plasmatica para ganhar acesso ao interior célula para a
sobrevivéncia e replicacdo (Garcia-Pineres AJ, 2006) (KilpatricK, 2002). Como as
células epiteliais ndo sdo boas apresentadoras de antigenos, o HPV passa
desapercebido pelo sistema imunoldgico e permanece no interior das células epiteliais

sem causar maiores danos.
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O HPV possui um ciclo de replicagcdo dependente exclusivamente da
diferenciagao epitelial, nos quais os genes séo expressos diferentemente. Na camada
basal sdo expressos 0s genes precoces com baixo nimero de cépias virais, a medida
que progride a maturacao celular sdo expressos 0s genes precoces com grande
quantidade de cépias virais e nas camadas superficiais da pele se expressam 0s
genes tardios L1 e L2 que formam os virions infectante (Doorbar J, 2012) (Bosch XF,
2013) . A ligacao do virus € mediada pela ligacdo de uma proteina que esta presente
na superficie do virus, a uma molécula na superficie da célula que funciona como um
receptor que inadvertidamente € aproveitado pelo virus. (Garcia-Pineres AJ, 2006).
As células infectadas pelo HPV séo capazes de sensibilizar as células NK ativadas
pelas citocinas, e macréfagos ativados conseguem eliminar estas células infectadas,
podendo assim controlar o desenvolvimento do cancer cervical (Bosch XF, 2013).

O sistema imunoldgico € uma rede funcional complexa de diversas células e
moléculas a coordenar a imunidade inata e adaptativa. A informacéo biologica, para
executar estas interacfes complexas, ndo sO € armazenado em sequéncias de
proteinas, mas também na estrutura da parte glicano de glicoconjugados (Buzas El,
2006).

O sistema imune inato, que fornece protecao inespecifica contra uma variedade
de agentes patogénicos, representa a primeira linha de defesa contra o HPV e
consequentemente desempenha um papel importante no controle da infec¢ao (Kadish
AS, 2002). A resposta imune inata envolve ligacdo de moléculas do hospedeiro a
superficie ligada a membrana organismos patogénicos, incluindo virus, bactérias,
parasitas, e fungos. Estas interacdes podem levar a sinalizacdo para posteriores
respostas imunes ou neutralizacdo da infectividade do agente patogénico (Dam &
Brewer, 2010) (Garcia-Pineres AJ, 2006) (Vasta, 2009).

2.2.4. Mecanismos de fuga do virus HPV do sistema imunoldgico

O HPV foge efetivamente do reconhecimento pelo sistema imune por muitos
meses. O ciclo infeccioso em si é um mecanismo para isso devido: 1) Nado ha nenhuma
viremia, niveis muito baixos de proteina virais sdo encontrados na circulagcéo. 2) O

HPV néo é citolitico. 3) A replicacdo do virus e a montagem ocorre em ceélulas ja
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destinadas a morrer por “anoikis” ou seja morte por causas naturais, 4) Nao ha
nenhum sinal de inflamag&o e perigo para alertar o sistema imunolégico. 5) A resposta
mediada por interferon para a infeccdo pelo HPV, que € um mecanismo chave de
defesa antiviral (Pett MR, 2006), esta ativamente reprimidas pelas proteinas E6 e E7
dos HPVs de alto risco (Kanodia S, 2007). As proteinas E7 diminuem a eficacia dos
TLR9 (Hasan UA, 2007), TLRs pertencem a uma familia de receptores que
reconhecem padrbes moleculares associados a patégenos e sao expressos em
células imunes e ndo imunes, dotando-as com a capacidade de sentir os produtos
derivados de organismos patogénicos e para alertar o sistema imunolégico (Kaisho,
2003) (Hasan UA, 2007). Com isso tudo o HPV efetivamente escapa da resposta

imune inata atrasando a ativacdo da imunidade adaptativa. (Stanley M, 2010).

2.2.5 Vacinacao e a resposta vacinal contra HPV

Mecanismos imunoldgicos de protecdo contra a infeccdo e para eliminacdo da
infeccdo ndo sdo necessariamente 0s mesmos; esta Ultima € quase invariavelmente
o resultado de imunidade mediada por células recrutamento e ativacdo de células
efetoras citotoxicas. Esta mesma se apresenta irrelevante para a prevencdo da
infeccéo pelo HPV e doenca por ele induzida. (Carter JJ, 2000) (Stanley M, 2010)

Porém a vacina profilatica, tem apresentado sucesso através de anticorpos. A
Soro conversdo na infeccdo natural resulta na producdo de anticorpos neutralizantes
contra a proteina L1 do capsidio viral, mas isso se faz de forma lenta (8 a 9 meses)
com uma concentracdo baixa e apenas 50 a 70% das mulheres expostas ao virus
soro-convertem. (Carter JJ, 2000) (Stanley M, 2010) (Bosch FX., 2013)

2.2.6 Mecanismos de protecao induzida pela vacina

A hipodtese atual é de que particulas semelhantes ao virus HPV (VLP) produzam
anticorpos. A imunizagdo sistémica com VLPs de L1 gera concentragbes de
anticorpos 1-4 vezes maior que de uma forma natural Infeccdo, (Harper DM, 2004).

As VLPs encontram-se rapidamente as células dendriticas estromais, em meio
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inflamatdrio induzido por vacinacdo intramuscular, sdo fortemente ativados para
migrar aos tecidos linfaticos onde os linfécitos T auxiliares iniciam a cascata de
reconhecimento e memoria imunolégica. Ao mesmo tempo, VLPs ligados a superficie
de APC (células apresentadoras de antigenos) ou outros imundcitos locais séo
transportados para o linfonodo encontrando células B naive no foliculo que também
resultard em imunidade. Na verdade a VLP é intrinsecamente muito imunogénica por
iSso pode ativar 0os sensores imunes inatas, mesmo na auséncia de adjuvante (Harro
CD, 2001) (Stanley M, 2010).

Com o inicio da vacinagéo contra o HPV que est4 principalmente focado nos

HPVs oncogénicos tipos 16 e 18, que estdo entre os mais prevalentes, vimos que este

grupo de pacientes vacinados tiveram muito menos doenca que os controles (Bosch
XF, 2013) (Villa LL, 2005).

Considerando esta resposta vacinal, poderiamos acreditar que a

resposta do organismo a infeccdo do HPV estd muito mais dependente do sistema

imunologico do hospedeiro do que das capacidades de agresséao do virus.

2.2.7 - Imunidade inata e adaptativa

A funcdo imunoldgica € conceitualmente dividida em imunidade inata e
imunidade adaptativa. A imunidade inata é a resposta rdpida e automatica a um
namero grande, mas limitado, de estimulos. E representada por barreiras fisicas,
quimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas sollveis, presentes em
todos os individuos, independentemente de contato prévio com imunégenos ou
agentes agressores, e nao se altera qualitativa ou quantitativamente ap6s o contato
(Medzhitov R, 2000) (Cruvinel WM, 2010 ).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macrofagos, neutrdfilos,
células dendriticas e células Natural Killer — NK (Figura 5). Fagocitose, liberacéo de
mediadores inflamatorios, ativacao de proteinas do sistema complemento, bem como
sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas Sao 0s principais
mecanismos na imunidade inata. Esses mecanismos sdo ativados por estimulos
especificos, representados por estruturas moleculares de ocorréncia ubiqua em
micro-organismos, codigos de identificacdo comumente encontrados em

microrganismos, mas que ndo ocorrem na especie humana. Moléculas tais como
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lipopolissacarideos, residuos de manose e acidos teicoicos, encontradas na superficie
de micro-organismos, constituem Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos
(PAMPs) e ativam a resposta imune inata, por interacdo com diferentes receptores
conhecidos como Receptores de Reconhecimento de Padrées (RRP), dentre os quais
a familia dos receptores Toll-like (TLRs) (Medzhitov R., 1997) (Cruvinel WM, 2010 ).
Essa interacdo € semelhante & complementaridade entre antigeno e anticorpo ou
entre antigeno e receptor de linfocitos T (TCR), mas, nesse caso, ndo ha diversidade
nem capacidade adaptativa para a geracado de novos receptores ou reconhecimento
de novos padrdes moleculares que ndo aqueles ja programados no cédigo genético.
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Figura 5- Origem das diversas linhagens de células do Sistema Imunoldgico

Entre os varios RRPs envolvidos em opsonizacéo, ativacdo de complemento e
fagocitose, os TLRs se destacam por seu papel central na ligacdo a patdogenos e
iniciacdo da resposta inflamatéria. Esses receptores estao presentes principalmente
em macroéfagos, neutrofilos e células dendriticas (DCs).

Atualmente, 11 diferentes TLRs ja foram identificados, alguns localizados na

membrana celular, outros no interior das células (Figura 6) (Janeway CA, 2002)
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(Cruvinel WM, 2010 ) (Abbas AK, 2003). Outros receptores presentes em fagécitos,

com importante papel na resposta imune, sao aqueles para fracdes do complemento,

citocinas, interleucinas e imunoglobulinas (Abbas AK, 2003) (Cruvinel WM, 2010) .

Em contraposicdo a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da

ativacdo de células especializadas, os linfocitos, e das moléculas sollveis por eles

produzidas (Quadro 2). As principais caracteristicas da resposta adquirida sao:

especificidade e diversidade de reconhecimento, memodria, especializacdo de

resposta, autolimitacdo e tolerancia a componentes do préprio organismo. Embora as

principais células envolvidas na resposta imune adquirida sejam os linfocitos, as

células apresentadoras de antigenos (APCs) desempenham papel fundamental em

sua ativacdo, apresentando antigenos associados a moléculas do complexo de

histocompatibilidade principal (MHC, major histocompatibility complex) para os

linfécitos T (LT). (Cruvinel WM, 2010 ) (Delves PJ, 2000) .A Figura 5 ilustra as diversas

células que compdem o sistema imunologico .

Componente

Imunidade inata

Imunidade adquirida

Células

Fagdcitos (células
dendriticas, macréfagos
e neutrofilos)

Células naturalkiller(NK)
Mastdcitos, basofilos

e eosindfilos

Linfécitos T, B e NK/T
Células dendriticas
ou apresentadoras de
antigenos (APCs)

Moléculas sollveis

Complemento

Proteinas de fase aguda
Citocinas, Quimiocinas
MBL, MASP e Ficolinas

Anticorpos

Citocinas, Quimiocinas

QUADRO 2-CELULAS E MOLECULAS SOLUVEIS DO SISTEMA IMUNOLOGICO

ADAPTADO : (Cruvinel WM, 2010 )
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Figura 6- Resposta do sistema imune inato

Células dendriticas e geracao de LTs antigenos especificos.
(A) Caracteristicas das Células Dendriticas Imaturas (iDCs).

(B) Ativacdo e captacao de patdégenos por intermédio das citocinas do
microambiente e da interacdo com o0s Receptores de Reconhecimento
Padrdo, com consequente migracdo das DCs para os linfonodos. (C)
Maturagdo das Células Dendriticas. (D) Migragéo das células T Naive para a
regido paracortical do linfonodo. Entrada através das vénulas endoteliais altas
(HEV) e migracdo orientada por quimiocinas do tecido linfoide. (E)

Apresentacao dos Ags processados aos linfcitos T, gerando
células efetoras ativadas. Adaptado : (Cruvinel WM, 2010 )

2.3 Sistema complemento

O sistema do complemento é um parte integrante do sistema imunolégico inato

formado por mais de 40 proteinas, sintetizadas no figado, e liberadas no sangue para

interagir com os leucadcitos (Iturry-Yamamoto GR, 2001) (Alexander JJ, 2008). Sao

basicamente como enzimas inativas e sua ativacdo desencadeia uma cascata

proteolitica, desencadeando uma série de reacfes imunoldgicas de funcdes efetoras,
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incluindo o aumento da fagocitose, o recrutamento de células inflamatérias, a
formacdo de poros em membranas e promovendo um papel instrutivo sobre a
resposta imune adaptativa (lturry-Yamamoto GR, 2001) . O Complemento pode ser
ativado através das vias alternativa, classica, e a via das lectinas (Ricklin D., 2010)
(Kjaera Tr, 2013). A composi¢do dos dois primeiros caminhos foi estabelecida ha
muito tempo, ao passo que para a via da lectina de novos membros foram adicionados
durante os ultimos anos (Thiel S., 2012) (Degn SE, 2009).

2.3.1. Via classica

A via classica do sistema complemento, foi assim denominada por ser a
primeira a ser descrita. Formam parte dela os componentes C1, C4, C2 e C3 ativados
em cascata (Iturry-Yamamoto GR, 2001) . Caracteriza-se por se utilizar de anticorpos
(imunoglobulinas) previamente adquiridos, pois eles sdo necesséarios para que a
proteina C1 inicie a cascata de eventos para a opsonizacdo dos antigenos pelos
fagdcitos (macrofagos e neutréfilos) da resposta imune Inata (Frank MM, 1989).
A Proteina Complemento n° 1, ou C1 € um complexo molecular multimérico com p.m.
de 900 kD, composto de uma subunidade Clq, associada a duas moléculas C1r e
duas moléculas C1s por ligacdes dependentes de célcio (Ziccardi RJ, 1983). C1g € a
subunidade que se liga a molécula de imunoglobulina. E ela se torna uma proteina
ativada, ou seja, a simples conexdo de um unico dominio da C1 com o anticorpo ativa
toda a proteina. E ai entdo ela ativa a C4, que se conecta a ela (Iturry-Yamamoto GR,
2001) (Ziccardi RJ, 1983) (Lim HW, 1990).

A proteina C4 é uma Beta globulina composta por trés cadeias polipeptidicas
denominadas alfa, beta e gama, com p.m. de 210 kD. A molécula de C4 contém uma
ligacdo tioéster na cadeia alfa. A clivagem de C4 por Cls forma C4a e C4b. Como
resultado desta clivagem, a ligacao tioéster da cadeia alfa converte-se em uma ligacéao
instavel, suscetivel ao ataque de grupos nucleofilicos (Lim HW, 1990), C4a e C4b,
guando estao juntos, tornam a proteina inativa. Isso ocorre com todas as proteinas do
sistema complemento. Logo apds a conexdo entre a C1 e a C4b, o dominio C4a é
separado do complexo. O dominio C4b conectado a C1 atrai a C2 que consiste de
uma cadeia polipeptidica com p.m. de 110 kD. A clivagem desta molécula forma C2a
e C2b (Lim HW, 1990), o dominio C2a se liga ao complexo (Noris M, 2013). Apos

formacéo do complexo C4bC2a, a proteina C3 € ativada a também se conectar nesse
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complexo. Logo, quer dizer que a C3b somente se liga no complexo C4bC2a quando
a C3aé retrada e volta para a corrente sanguinea. Essa clivagem
(separacéo/hidrélise/quebra em 2) da C3 sO ocorre porque o complexo C4bC2a
ativado forma uma enzima chamada C3Convertase, que cliva a C3 em C3a e C3b
(Noris M, 2013) (RiedemannNC, 2003) (lturry-Yamamoto GR, 2001). (Ricklin D.,
2010).

A ligacéo tioéster das moléculas de C3b sofre hidrolise, depositando-se sobre
aceptores da superficie celular das particulas ditas ativadoras da via alternativa, como
células infectadas por virus, células tumorais, bactérias gram-negativas, fungos,
protozoarios (Silva WD, 1984).

Moléculas de C3b formadas através da via classica podem servir de substrato
para a ativacao da via alternativa. Este mecanismo € chamado de alca de amplificacéo
(Law SKA, 1988).

Quando as C4b, C2b e C3b se juntam, formam um complexo chamado c5
convertase gque atrai a C5, que € uma Beta globulina com p.m. de 190 kD, similar a
C3 e C4, mas nédo contendo a ligacéao tioéster. A clivagem de C5 pela C5-convertase,
tanto da via classica como alternativa, forma C5a e C5b. C3a e principalmente C5a
sdo potentes anafilatoxinas, além de ser o C5, o mais importante fator quimiotatico
derivado do SC (Silva WD, 1984) (Ward PA, 2012). Uma vez o Complexo légico
C4bC2bC3b ativado, uma conexéo no C5b se abre para que, as proteinas C6, C7, C8
e C9 se "liguem" a ele. Essas novas proteinas sdo cadeias peptidicas que se
conectam formando um anel, este anel recebe chamado de "Membrane Attack
Complement" MAC, ou CLM (Complexo Litico de Membrana) que abre buracos na
membrana da bactéria (Alexander JJ, 2008) (Yamamoto K, 1983) (Biesecker G, 1983)
(Hansch GM, 1988). O CLM insere-se na membrana alvo, das células gram negativas
(Ward PA, 2012), levando a alteracdes na estrutura e funcao desta, ocorrendo a saida
de material citoplasméatico de baixo peso molecular, a entrada de liquido e sais,
levando ao intumescimento celular e consequente rompimento das membranas por
lise osmotica (Hansch GM, 1988).

A opsonizagdo ocorre com a ligagdo no C3br, que é um receptor nos
macréfagos que se ligara ao complexo C1C4bC2bC3b estimulando a fagocitose da
bactéria (Ricklin D., 2010).
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2.3.2. Via alternativa

A ativacdo da via alternativa depende dos seguintes fatores: fator D, fator B,
properdina e C3. O fator B (pré-ativador de C3) € uma Beta globulina termo labil, com
p.m. de 93 kD, que consiste de uma Unica cadeia polipeptidica (Rother K, 1988). O
fator D € uma Alfa globulina termo 14bil, de p.m. de 25 kD, que consiste de uma cadeia
polipeptidica Unica (Rother K, 1988), uma enzima que existe no organismo na forma
ativada (Williams LW, 1988), e que cliva o fator B, formando Bb. A properdina, uma
gamaglobulina tetramérica com p.m. de 220 kD (MA., 1980), € uma das proteinas
reguladoras da via alternativa do complemento, sendo sua principal fungéo estabilizar
a convertase de C3 e C5 (Law SKA, 1988) (Iturry-Yamamoto GR, 2001).

Quando ndo ha imunoglobulinas entdo o sistema complemento pode ser
ativada por lipopolissacarideos presentes em membranas de varias bactérias,
proteinas da superficie de alguns virus e de parasitas, enzimas tipo tripsina, alguns
imunocomplexos e o fator de veneno de cobra, determinados fungos, e helmintos com
determinadas caracteristicas, especialmente a auséncia de &cido sidlico na
membrana, (Frank MM, 1989) . Durante uma resposta inflamatoéria, estes fatores
atraem as proteinas do sistema complemento que saem dos vasos sanguineos
ocasionada pela liberagdo de histamina, leucotrienos e prostaglandinas pelos
mastocitos, gue  deixam €SSes  vasO0S  €espessos e  permeaveis.
Quando isso acontece, a proteina C3 se conecta a esses antigenos da membrana das
bactérias, e é imediatamente clivado, perdendo o dominio C3a, entdo, assim como na
via classica, s6 o C3b fica preso a bactéria (Williams LW, 1988). Quando essa C3b se
conecta, ela atrai a proteina B, ou "Fator B", que também possui um dominio "a" e "b".
O dominio Ba é retirado e fica somente o Bb, formando o complexo C3bBb, ou
complexo C3bBb Convertase. Esse complexo atrai mais um C3b, formando a C5
convertase. Isso quer dizer que para formar uma C5 convertase ndo € necessario ter
C1, C4b C2b no complexo como ocorre na via classica, mas APENAS fazer com que
as proteinas C5b, C6, C7, C8 e C9 sejam atraidas para a acdo e formem MAC. Isso
€ que o Evento Terminal Comum, pois é a mesma para as duas vias do sistemas
complemento. (Williams LW, 1988) (Silva WD, 1984) (Iturry-Yamamoto GR, 2001).
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2.3.3. Via das lectinas

Os principais efetores da via das lectinas sdo as moléculas de reconhecimento:
As colectinas, lectina de ligagcdo a manose (MBL), colectina K - 1 (CL - K1), e as trés
ficolinas (H — ficolina, L - ficolina e M - ficolina). Associado com estes estédo trés
Proteases da Serina associadas a MBL, (MASP) MASP - 1, MASP - 2 e MASP -3 e
duas proteinas associadas a MBL a MAp19 (também conhecido como SMAP) e
MAp44 (também chamado MAP - 1) (Kjaera Tr, 2013). Na via da lectina, a MBL e

ficolinas agem como moléculas de reconhecimento, e serina proteases associada a

MBL (MASP) é uma enzima-chave; A MASP- 2 é responsavel pela ativacdo da via da
lectina. A funcdo de outras serina-proteases (MASP - 1 e MASP - 3) é ainda obscura.
(Takahashi M I. Y., 2010). Estudos sugerem que MASP-1 desempenha um papel
fundamental na ativacdo da via das lectinas, provavelmente através da ativacdo de
MASP-2. (Takahashi M D. 1., 2008).

A via das Lectinas (VL) atua como reconhecedora de padrdes de hidratos de
carbono. As serina proteases associados a MBL (MASP), que compartilham uma
semelhanca estrutural com C1r/Cls se ligam a Manose na parede microbiana. O
resultado final € a clivagem de C4 e C2 para formar C4b2a, a C3 convertase que ira
gerar C3a e C3b (Ward PA, 2012).

Destes, apenas a MASP-2 cliva tanto C4 e C2, que geram a mesma C3
convertase da VC. Em contraste, MASP-1 cliva C2 mas ndo C4 e pode completar a
resposta VL uma vez iniciado, ndo aumentando a eficiéncia de formacédo de
convertase. (Ricklin D., 2010) (Dobo J, 2009)



43

Vias de afivacdo

[ intinsica_
Cldssica MBL Alternativa

Ccrars S e QRN cio

S e

. Fator de

Reagecom C3aR ., TRl rrs

=
andfilotoxina @

Reage com C5aR, C51L2

' m
microbiana
Figura 7- Esquema resumido da ativacéo do sistema complemento (Ward PA, 2012).
adaptado pelo autor
Assim, muitas células e moléculas estdo tomando parte nestes sistemas de
defesa antimicrobianas e, ao mesmo tempo estéo envolvidos na remocéo de

células apoptéticas ou necréticas e os componentes do tecido (Nauta AJ,
2003) (Kjaera Tr, 2013).

Estudos demonstram que as particulas semelhantes a virus papiloma humano
(HPV-VLP) se ligam a células dendriticas e séo capazes de induzir uma variedade de
respostas em células do sistema imune, em particular a producdo de citocinas e a
proteina quimiotactica de monécitos 2 (PQM-2). (Akruddin J.M., 2007) (Garcia-Pineres
AJ, 2006). Isto também ¢é facilmente percebido nos grupos com baixa imunidade
(pacientes transplantadas, reumatologias, hiv+) onde temos mais incidéncia de
doenca HPV. A menor taxa de depuracdo de lesbes associadas ao HPV em
imunodeficientes em comparacdo com pacientes imunocompetentes indica que as
respostas imunes mediadas por células sdo importantes para o controle de doenca
associada ao HPV (Palefski, 1995) (Roden & Wu, 2006). A resposta imune primaria a
uma infeccdo por HPV € mediada por células; portanto, as condicdes que
comprometem a imunidade celular, tais como o transplante renal ou imunodeficiéncia
humana adquirida(SIDA), aumentam o risco de aquisicdo e progressdo de HPV.
(BURD, 2003) (Kadish AS, 2002). Pacientes transplantados que tomam drogas

imunossupressoras e pacientes infectados pelo HIV tém uma doenca mais grave e
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recidivante, com carga viral elevada, infeccdes com genotipos incomuns de HPV e
maior propensao para doengas malignas relacionadas com o HPV, especialmente
cancer cervical (um risco aumentado oito vezes em mulheres infectadas pelo HIV) e
cancer anal (um risco aumentado 42 vezes em homens infectados pelo HIV) (Roden
& Wu, 2006) (Clifford GM, 2005) (Palefsky JM., 2009).

Ostor concluiu em sua revisdo que a morfologia por si s6, ndo prediz qual leséo
vai progredir ou regredir, devemos procurar outros indicadores, além dos fatores
morfolégicos para determinar o prognoéstico individualmente nos pacientes (Ostor,
1993). Rodriguez vai além e propde a busca de biomarcadores que influenciem na
persisténcia da infec¢do de HPV (Rodriguez AC, 2010).

2.4. MBL

A lectina de ligacdo a manose (MBL) é uma glicoproteina de plasma que é
sintetizada principalmente no figado (Turner MW, 2003). A MBL é capaz de se ligar
hidratos de carbono (tais como manose e N - acetilglucosamina ) presente na
superficie de microrganismos ( incluindo bactérias, virus e fungos) e ativar o sistema
complemento , mas também pode promover opsono-fagocitose , modular a
inflamacé&o, e colaborar na apoptose (Frederiksen PD, 2006) (Takahashi M., 2008)
(Ytting H. C. 1., 2007) (Turner MW, 2003). A ativacdo da via € desencadeada por
serina-proteases (MASP) associados com a MBL ou com as ficolinas. Algumas
evidéncias in vitro sugerem que a MASP - 2 por si s0 é suficiente para desencadear a
ativacao do complemento. No entanto, o papel de MASP - 1 na via da lectina é ainda
controversa. (Takahashi M., 2008).

MBL humana é codificada por um gene designado MBL-2, que esta localizado
no cromossoma 10q11.2-g21.12. Existem cinco polimorfismos conhecidos dentro da
MBL-2 que pode afetar os valores de MBL no plasma. Estas muta¢des afetam a
transcricdo do complexo basal-promotor, o que reduz os niveis de circulacdo de MBL.
Estudos anteriores também tém demonstrado que os individuos com alelos variantes
estdo em um risco maior para infeccdo viral. No entanto, os resultados de outros
estudos n&o suportam o que niveis de MBL, sédo um fator de risco para infecgéo viral.
(Tsai CC & Eng, 2009)

Varios trabalhos tém relacionado a deficiéncia de MBL a diversas condi¢cfes

clinicas, tais como infeccOes recorrentes graves em pacientes com cancer tratados
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com quimioterapia, bem como em outros pacientes imunocomprometidos. Estudos
epidemiologicos sugerem que a variacdo geneticamente determinada em niveis de
MBL influencia a susceptibilidade e o curso de diferentes tipos de doencas infecciosas,
autoimunes, doencas cardiovasculares e metabolicas (Turner MW, 2003) (Zhang N,
2013)

Alguns parametros, como horario da coleta do sangue, a idade, o sexo e 0
exercicio fisico ndo influenciam os perfis circulatorios de MBL e estas caracteristicas
devem ser consideradas no para potencial uso dessas moléculas como
biomarcadores clinicos (Ytting H. C. I., 2007) (Ip WK, 2004). Os niveis séricos e
plasméticos séo apenas marginalmente diferente, e foram independentes da idade e
sexo. Os niveis circulantes de MBL séo estaveis ao longo do tempo em individuos
saudaveis, 0 que € vantajoso para a sua aplicacdo potencial como biomarcadores
(Ytting H. C. 1., 2007). Um elevado nivel de MBL em geral tem sido observada para
alguns grupos de pacientes, quando comparada com a de controles saudaveis e foi
descrito para os pacientes com doencas tao diversas como a asma, doenca reumatica
do coracdo, diabetes do tipo I, cirrose do figado e do cancer colorretal (Ytting H. C. I,
2007).

Polimorfismos do gene MBL2 podem diminuir os niveis séricos de MBL. Esta
diminuicdo da concentracdo MBL € conhecida por estar relacionada com a
vulnerabilidade a infec¢des, por uma vasta gama de microrganismos, incluindo virus
(Ludovica Segat, 2009) (Tsai CC & Eng, 2009) (KilpatricK, 2002). Existem diferentes
polimorfismos conhecidos dentro gene MBL2 que afetam as concentragdes de MBL.
O sistema imunoldgico é redundante ou seja, varias vias independentes promovem a
defesa e homeostase do organismo, porém determinadas falhas podem agir como
facilitadoras de infeccdo. (Turner MW, 2003) (Buzas El, 2006) (Dam & Brewer, 2010).

2.4.1. Evidéncias da Interacdo da MBL e HPV

Alguns estudos que avaliaram o polimorfismo do gene MBL2 sugerem uma
relacdo com a infeccdo de HPV , Segat cita ter demonstrado uma associacédo de
polimorfismos MBL2 com infec¢do por HPV de alto risco em mulheres sem CC, ao
passo que ndo houve correlagdo entre as mulheres que desenvolveram cancer,
sugerindo a hipétese de um possivel papel para polimorfismos MBL2, responsavel

para a producdo defeituosa de proteina MBL, e no aumento susceptibilidade a
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infeccdo por HPV de alto risco, mas néo para o cancer do colo do utero . (Segat |,
2009). Também observado de forma semelhante por Guimar&es que o polimorfismos
podem interferir com qualquer tipo de HPV de alto, e de baixo risco durante a primeira
fase da infeccdo (Guimaraes V., 2008) . Nevadunsky mostrou a diminuicdo da
concentragdo de MBL no fluido vaginal estudada em véarios casos de cancer
ginecoldgico, porém s6 encontrado um valor significativo com cancer ovariano, outros
tumores como endométrio ou colo uterino ndo houve significancia (Nevadunsky NS,
2012).
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3 Justificativa

Conforme ja citado, Ostor sugere em sua revisdo de 1993 que a morfologia por
si sO, ndo prediz qual lesdo vai progredir ou regredir, e devemos procurar outros
indicadores, além dos fatores morfolégicos, para determinar o prognéstico individual
dos pacientes (Ostor, 1993).

Paralelo a isto outros pesquisadores como Rodriguez propde a busca de
biomarcadores que influenciem na persisténcia da infeccdo de HPV (Rodriguez AC,
2010). A identificagcdo de biomarcadores que possam identificar pessoas mais
vulneraveis a uma mé evolucao da infec¢cdo do HPV, poderdo ndo sé oferecer uma
protecdo adicional a este grupo como facilitar politicas e estratégias de combate as

doencas relacionadas a este virus.
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4 Objetivos

Neste estudo transversal o objetivo principal foi de dosarmos as concentragoes
de MBL em mulheres divididas em 4 grupos, pacientes com NIC1, NIC2, NIC3, e
cancer de colo uterino, verificando se ha algum tipo de relacéo entre as concentracdes
plasmaticas de MBL e a evolugcédo das neoplasias epiteliais cervicais.

Como objetivos secundarios avaliarmos as distribuicdes das concentracdes

entre as diferentes faixas etarias.
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5 Método

5.1 Caracterizacédo da amostra

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética do Hospital Erasto Gaertner (HEG) envolvendo, um
total 364 pacientes, atendidas no servico de ginecologia do (HEG), um centro de
referéncia para tratamento de cancer no Sul do Brasil, no periodo de Janeiro de 2011
a Marco de 2012, encaminhadas por alteragBes clinicas e/ou citoldgicas, para
diagnéstico e tratamento ou cancer de colo uterino ja em tratamento.

Os critérios de inclusdo foram mulheres, com cancer de colo uterino ou leséo
precursora do CC com diagndstico por bidpsia ou conizacdo, sendo critério de
exclusdo pacientes com doenga autoimune, infeccdo de qualquer tipo ativa no
momento da inclusao, hiv+ ou resultado da bidpsia negativa para lesao de colo uterino.
Foram divididas em 4 grupos sendo NIC1 54 casos, NIC2 72 casos, NIC3 145 casos
e Cancer de colo uterino 93 casos, com base nos resultados de bidpsia e/ou
conizacdo. Todas as pacientes eram submetidas a coleta de amostras de sangue e
teste de HIV como rotina e parte deste sangue era reservado para posterior dosagem
de MBL. Para a preparacao do soro, as amostras de sangue periférico foram coletadas
em tubos de vidro, sem aditivos. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
durante 1 h apés a coleta, apés foi centrifugado e o soro foi armazenado a -20 ° C até

serem analisadas.

5.2. Metodologia

As pacientes ndo foram testadas para HPV. Todas as pacientes eram
submetidas a coleta de amostras de sangue pré operatoério e HIV com rotina do servico
e parte deste sangue era reservado e separado em freezer a -20 graus Celsius,

As concentragdes séricas de MBL foram dosadas nas pacientes, como descrito
abaixo em detalhes.

Para a preparacdo do soro, amostras de sangue periférico foram coletadas em

tubos de vidro, sem aditivos. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
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durante 1 h ap0s a coleta, centrifugado (2500 g, 4 ° C, 10 min.) E o soro foi removido
e armazenado a -20 ° C até serem analisadas.

Este ensaio para a quantificacdo da MBL foi realizado com a colaboracao da
Universidade de Aarhus na Dinamarca através do Professor Jens Christians
Jensenius. O método utilizado para a determinagéo do nivel de MBL € um método de
imunoflourometria a tempo resolvido (TRIFMA), que foi previamente descrito em
detalhe (Frederiksen PD, 2006) . Apos resfriamento a -96°C, foram acondicionadas e
transportadas por via aérea por membro de nosso grupo pesquisadores. De maneira
sucinta, a técnica empregou poc¢os de microtitulacdo (FluoroNunc MaxiSorp, Nunc,
Kamstrup, Denmark) revestidos com 1 ug de manose em 100 pyL de tampao de
bicarbonato de pH 9,6. Estes foram esvaziados e os locais de ligacdo dos residuos de
manose foram bloqueados pela adicao de 200 ug de albumina de soro humano (HSA,
Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark) em 200 pL de “Tris-buffered saline -
TBS” (10mMTris—HCI, 140 mM NaCl, 15 mM NaN3, pH 7.4), TBS/HSA por poco,
durante 1 hora a temperatura ambiente. As amostras de plasma foram diluidas 20 ou
100 vezes em tampdo com alta concentracdo salina (20 mM Tris, 1 M NaCl, 0.05%
(v/v) Triton X-100, 10 mM CacCl2, 0.1% (w/v) HSA, pH 7,4) e adicionadas aos po¢os
em duplicatas de 100 pL. As amostras foram incubadas a 4°C por 18h, os pocos foram
lavados 3 vezes antes da adi¢éo a 100 ng de anticorpo monoclonal anti-CRD (dominio
de reconhecimento de carboidrato) de MBL conjugado com europium (Hyb 131-01,
Antibody Shop, Copenhagen, Denmark) em 100 yL de TBS/Tween/25 uM EDTA (TBS
contendo 0.05%(v/v) Tween 20, 25uM EDTA) por 1 hora em temperatura ambiente.

Apés a lavagem, uma solucdo de aprimoramento (Perkin Elmer, Wallac) foi
adicionada e os sinais aferidos por fluorometria com tempo resolvido em um
fluorometro Delfia 1232 (Perkin Elmer,Wallac). O Hyb 131-01 foi marcado com ions
de europium usando reagentes e procedimentos da Perkin Elmer. Isto proporciona o
acoplamento do quelato de Eu®* do N1-(p-isotiocianatobenzila) dietilenetriamina-N1,
N2, N3-acido tetra acético. O grupo DTTA (&cido dietilenetriaminotetraacetico) forma
um complexo estavel com os ions de europium e 0 grupo isotiocianato reage com 0s
grupos de aminas livres na proteinas, formando uma ligacdo covalente tioureia
estavel. Diluicdes de plasma padréo (3,6 ug MBL/ml) assim como amostras de MBL
de baixa, média e alta concentracdo foram incluidas como controle interno em cada
placa de microtitulagdo. As dosagens dos soros testes foram determinadas através de

calculo utilizando-se a curva padréo.
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FIGURA 8 — Dosagem de MBL pelo método TRIFMA (Frederiksen PD, 2006)

5.3 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa GRAPHPAD PRISM de analise estatistica, a
significancia foi avaliado, utilizando os testes de Qui-quadrado(X?), Mann-Whitney,
Kruskal Walllis por se tratar de amostra, ndo paramétrica. A significancia da associacéo

de risco foram avaliados com 5% como o valor de p critico para as variaveis.
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6. Resultados

Nés avaliamos 470 pacientes ndo gravidas, atendidas no HEG, foram divididas
em 4 grupos, NIC1, NIC2, NIC3, e Cancer de colo uterino, todas submetidas a bidpsia
de colo uterino e/ou conizagao, ou histerectomia, quando foi feito conizacdo e esta
divergiu da bidpsia foi considerado o diagnostico de maior gravidade para insercéo
em um grupo de estudo. As pacientes de cancer foram avaliadas sem se considerar
os diferentes estadios da doenca. Foram excluidas pacientes que estavam sob
diagndstico ou tratamento de alguma infec¢do por avaliacdo clinica ou laboratorial
inclusive 17 casos de HIV+, foram também excluidas pacientes sem biopsia
conclusiva e pacientes com segunda neoplasia maligna, ficando 364 pacientes todas
com diagnostico histolégico de lesdo pré-maligna ou maligna do colo de utero.
Distribuidas em NIC1=54, NIC2=72, NIC3=145 e Cancer de colo uterino = 93. Das 17
hiv+ que foram excluidas, 9 eram NIC3, 5 eram NIC2, 1 NIC1 e 1 Céancer.

A média de idade foi distinta entre os grupos sendo NIC1(30,6), NIC2(34,4),
NIC3(34,28), e Cancer(48,25).

A distribuicdo de idade se d& conforme a tabela.

TABELA-2 VALORES DAS MEDIA ETARIA E MEDIANAS DE CONCENTRACAO EM ng/ml E
NUMERO DE CASOS

NIC1 NIC2 NIC 3 CANCER

NUmero de casos 54 72 145 93
Mediana 1324 1104 1098 1452
Média de idade 30,64 34,42 34,29 48,45

As medianas das concentragdes de MBL foram NIC1=1324, NIC2=1104,
NIC3=1098, Céancer=1452 e nao variaram de forma significativa como se pode

observar no grafico abaixo, tendo um p=0,1133 pelo teste de Kruskall-Wallis.
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GRAFICO 1- CONCENTRAGCAO DE MBL SEPARADAS POR ESTAGIO DE DOENCA

TABELA- 3 VALORES DAS MEDIAS E MEDIANAS EM NG/ML E NUMERO DE CASOS
NIC1 NIC2 NIC 3 CANCER

Numero de casos 54 72 145 93

Mediana 1324 1104 1098 1452

Quando separamos o0s grupos de grandes produtores de MBL e pouco
produtores de MBL com o valor de corte em 500, que é um padrdo para definirmos
baixos produtores, (Eisen DP, 2008) (Dean MM, 2011). Isso ndo mostrou significancia
p>0.05, pelo teste x2 como pode ser observado, pois todos 0s grupos se comportam

da mesma forma com predominio de grandes produtores.
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GRAFICO 2- FREQUENCIA DE PACIENTES COM PRODUGCAO DE MBL MAIOR E MENOR QUE
500G/ML.

Mesmo quando aumentamos o valor de corte para 1000 ndo observamos
mudanca significativas no comportamento da amostra, demonstrando se tratar de
duas variaveis independentes.

Quando comparamos aqueles que produzem menos de 100 e mais de 1000, o
comportamento nos 4 grupos € semelhante sem diferenca estatistica. Em publicacéo
anterior mostramos que este comportamento ja era visto entre pacientes com NIC 3 e

pacientes sem evidencia de infeccao pelo virus HPV. (Ramos GP, 2013)
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GRAFICO 3 - FREQUENCIA DE DISTRIBUICAO DE CASOS COM PRODUCAO SUPERIOR A
1000NG/ML E INFERIOR A 100NG/ML. TESTE CHI-QUADRADO P VALUE 0,1566
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Quando dividimos em 2 grupos etarios entre as 25% mais jovens e as 25% mais
idosas para avaliarmos o impacto da idade na concentragcdo de MBL em cada grupo,
nao houve diferencas significativas nos valores dentro de cada grupo diagnostico pelo

teste Mann- Whitney.

TABELA 4 — COMPARATIVO DA CONCENTRAGAO DA MBL DAS 25% MAIS JOVENS
COM AS 25% MAIS IDOSAS DE CADA GRUPO

CIN1 CIN2 CIN3 CC Total
Media etéria 25% Mais jovens 19,6 234 244 35,9 25,8
Media etaria 25% Mais idosas 42,3 47,7 459 60,9 49,2
Mediana da dosagem de MBL 1772 1268 1238 2261 1403
(ng/ml) 25% Mais jovens
Mediana da dosagem de MBL 1386 920 992 1876 1190
(ng/ml) 25% Mais idosas.
Nivel de significancia, p= 0,422 0,863 0,833 0,730 0,309
8000 A _
_ 6000 A
£
>
< 4000
o
=
2000 A
0 1 t
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Grupo das 25% mais jovens e mais 25%idosas p=0,2644

GRAFICO 4- COMPARATIVO DO TOTAL CONCENTRACOES DE MBL ENTRE AS 25%
MAIS JOVENS E AS 25% MAIS IDOSAS DE CADA GRUPO
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7. Discussao

A busca de indicadores que possam predizer a evolugéo e ou a persisténcia da
infeccdo do HPV, ja foi sugerida por muitos, uma vez que a morfologia por si sO, ndo
prediz qual lesdo vai progredir ou regredir, sugerindo a necessidade de outros
indicadores, para determinar o prognaostico individualmente nos pacientes (Rodriguez
AC, 2010) (Ostor, 1993). Com esse objetivo estudamos a relacdo entre a
concentracdo da MBL e a evolucdo neoplasica da infeccdo do HPV, pois foi relatado
por alguns autores a relacdo entre os portadores de gendtipos que definem como
pouco produtores de MBL e a aquisicdo da infeccdo do HPV (Segat I, 2009) (Tsai CC
L. T., 2009).

A MBL humana é codificada por um gene designado MBL-2. Existem cinco
polimorfismos conhecidos dentro da MBL-2 que pode afetar os valores de MBL no
plasma. Estas mutacfes afetam a transcricdo do complexo basal-promotor, o que
reduz os niveis de circulacdo de MBL. Estudos tém mostrado que, em criangas e
adultos, o polimorfismo do gene MBL-2 est& relacionado com a susceptibilidade a
varias infeccbes especificas demonstrando que os individuos com alelos variantes
estdo em um risco maior para infeccao viral. (Tsai CC L. T., 2009) (Yuen MF, 1999)
(Ip WK, 2004). No entanto, os resultados de outros estudos ndo suportam o que niveis
de MBL, sdo um fator de risco para infeccao viral. (Parrella P, 2007) (Malik S, 2003).

Segat et al sugere um aumento da susceptibilidade para a infeccao HPV de alto
risco pode ser conferida pela presenca de polimorfismos funcionais no gene MBL2
que resulta numa diminuicdo da proteina niveis séricos. Esta reducédo de proteina
circulante ativo poderia resultar em uma ligacdo inferior de MBL a IgA especifica
contra o HPV, assim limitando a ativacdo do complemento e favorecendo HPV
propagacéo e evolucdo da doenca (Segat I, 2009). Em nosso estudo ndo avaliamos
o polimorfismo mas sim a concentracao de MBL e identificando os produtores de altos
e baixos niveis de MBL, e ndo observarmos diferenca de prevaléncia de doenca entre
0S grupos com mais ou menos MBL plasméticas. Este dado de ndo significancia
(p=0,74) também foi verificado em outro estudo que publicamos comparando a
mediana dos niveis plasmaticos de MBL em pacientes com NIC3(912 ng/ml) com
pacientes nao infectadas pelo HPV(1201.3ng/ml) (Ramos GP, 2013).
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Para iniciar seu ciclo de vida, um virus deve se ligar a célula hospedeira
e atravessar a membrana plasmatica para ganhar acesso ao interior célula para a
sobrevivéncia e replicacdo (Garcia-Pineres AJ, 2006) (KilpatricK, 2002). Como as
células epiteliais ndo sédo boas apresentadoras de antigenos, o HPV permanece no
interior das células epiteliais sem causar maiores danos (Diniz GC, 2009).

O HPV consegue através dos mecanismos ja citados atrasar o reconhecimento
pelo sistema imune por muitos tempo. O ciclo infeccioso do HPV em si é um
mecanismo para isso ocorra devido 1) Pouca viremia. 2) O HPV néo é citolitico. 3) As
células séo fisiologicamente programadas para morrer, no processo de maturacdo do
epitélio independente da infec¢éo pelo HPV. 4) N&o ha nenhum sinal de inflamagéo e
perigo para alertar o sistema imunolégico. 5) A resposta mediada por interferon esta
diminuida, pelas proteinas E6 e E7 dos HPVs de alto risco (Pett MR, 2006) (Kanodia
S, 2007). Com isso tudo o HPV efetivamente escapa da resposta imune inata
atrasando a ativagédo da imunidade adaptativa. (Stanley M, 2010).

O fato de ndo observarmos diferencas significativas nas concentracdes de MBL
entre as idades nos diferentes grupos esta de acordo com que Ytting e Ip observaram
sobre alguns parametros, como horario da coleta do sangue, a idade, 0 sexo e 0
exercicio fisico ndo influenciam os perfis circulatérios de MBL e que estas
caracteristicas devem ser consideradas no para potencial uso dessas moléculas
como biomarcadores clinicos (Ytting H. C. I., 2007) (Ip WK, 2004).

O envelhecimento imunolégico € um processo complexo que compreende
muitas mudancas regulares e ndo, uma simples reducdo de méao Unica em todas as
funcdes do sistema imunoldgico, assim todas as partes do sistema imunitario ndo séo
afetados de forma igual. Tem-se observado que as estruturas imunoldgicas naturais
gue sdo comuns a todos os seres superiores sdo menos afetados do que as estruturas
que sdo adquiridas do sistema imunitério. A participacdo ativa da inflamacédo, que
forma o mecanismo mais basico de defesa no processo de envelhecimento, € também
um indicador disso. O declinio da funcédo imune com a idade é reconhecida e apoiada
por unanimidade pelos estudos epidemioldgicos e clinicos (Burns EA, 2004) . Porém
dentro da faixa etaria que estudamos néo observamos diferengas nas concentracoes
de MBL, talvez em grupos com idade muito mais superior isto poderia ser melhor
avaliado. Isto estd em sintonia com o observado por outros autores, que demonstram
gue os niveis séricos e plasmaticos sdo apenas marginalmente diferente, e foram

independentes da idade e sexo. Os niveis circulantes de MBL s&o estaveis ao longo
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do tempo em individuos saudaveis, 0 que € vantajoso para a sua aplicacdo potencial
como biomarcadores (Ytting H. C. ., 2007). Isso € uma consideragao importante pois
a evolucdo desta doenca esta vinculada ao tempo de evolucdo e persisténcia da
infeccdo do HPV (Ho GY, 1998) (BURD, 2003) (Doorslaer KV, 2010), mas os dados
ndo sugerem que sofra influéncia de uma diminui¢do dos niveis séricos de MBL ao
longo do tempo.

As concentracdes mais elevadas no grupo de cancer de colo entendemos com
um erro de selecdo da amostra, onde muitos pacientes tinham estadio mais
avancados com doenc¢a metastatica, tendo um quadro de doenca sistémica grave e
de necrose tecidual acentuada. MBL tem sido demonstrado que se ligam diretamente
com as ceélulas apoptoticas e células necroticas, e facilitam sua eliminacdo (Nauta AJ,
2003).

Pacientes com cancer podem apresentar aumento da MBL como demonstrado
em casos de cancer colorretal (CCR) independente do gendtipo (Ytting H, 2011). Isto
pode explicar em parte, a inconsisténcia dos resultados obtidos em estudos que
comparam varias doencas autoimunes, cardiovasculares e metabdlicas, quer
concentracdes de MBL ou ao gendtipo MBL2. Investigar as concentracdes séricas de
MBL individual é muito estdvel em pessoas saudaveis ao longo do tempo e em
pacientes com CCR, antes e depois de cirurgia (Ip WK, 2004) (Ytting H. C. I., 2006)
(Ytting H. C. L., 2007). Os resultados do presente estudo sugerem de forma
semelhante a outros autores, que o aumento da MBL advém de outros mecanismos
de pés-transcricdo. A MBL ¢é sintetizada principalmente pelos hepatdcitos (Dam &
Brewer, 2010) (KilpatricK, 2002). A MBL pode aumentar 2 a 3 vezes sobre processo
infeccioso e inflamatério agudo (Thiel S, 1992) . No entanto, Ytting et al. sugere que
0s niveis elevados de MBL em pacientes com cancer seriam devido a um potencial
mecanismo de aumento de armazenamento e / ou a liberacdo de MBL nestes
pacientes, ou outra possibilidade seria que o metabolismo da MBL ser mais lento em
pacientes com cancer, que conduz a concentracfes elevadas de MBL na circulagao.
(Ytting H, 2011). Em estudos futuros sugerimos que apenas pacientes com cancer de

colo de estadio 1(restrito ao colo) seja avaliados.
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8.Conclusao

Os nossos dados ndo sustentam que niveis de MBL influenciam a infec¢éo ou
evolucdo da doenca HPV induzida no colo uterino. Também demonstrou que a
concentracdo nao variou com a idade das pacientes estudadas. Levando-nos a pensar
em outros fatores envolvidos, como as MASPs e citoquinas. Novos estudos devem

avaliar a influéncia do sistema complemento na evolucao destas doencas.
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Anexos

ANEXO 1 — Dosagem e Quantificacdo da MBL Sérica por TRIFMA (Ensaio
Imunofluorométrico a tempo resolvido).

Ensaio da Lectina: O ensaio é baseado na ligacdo de MBL com o ligante

manose, revestido em placa de 96 pocos e a deteccao da ligagao de MBL com MAb
anti-MBL marcada com Europium.

Métodos:

1. Prepare 10 ug manose/ml em Tampao de revestimento (Coatingbuffer pH 9.6)

2. Distribua a solugdo em uma placa de 96 pocos e deixe as placas revestirem
overnight em temperatura ambiente com a manose.

3. A placa é esvaziada e preenchida com 200 pl de TBS/HSA 1 mg/ml para
bloqueio por uma hora em temperatura ambiente.

4. A placa é lavada 3 vezes com TBS/Tween na lavadora de placas.

5. Misture as amostras, o pool de standard (soro com concentra¢cdes conhecidas)
e 0s controles em um mixer para fazer a dilui¢ao.

6. Dilua os controles e amostras 1/100 em Tampé&o ROSA (Tampao salino).

7. Para a curva standard diluir primeiro 1/20 e de maneira sucessiva 3.5 vezes,
totalizando 8 amostras. 1/20, 1/70, 1/245...

8. Todas as amostras sdo adicionadas em duplicatas, inclusive os standards e
controles. Primeiro adicione os standards nos 16 primeiros pocos, e entao
somente Tampado ROSA nos proximos dois, nos proximos 8 po¢os 0s controles
e finalmente as amostras. (35 amostras por placa).

9. Incubar a placa com amostras a 4°C overnight.

10.A placa é lavada 3 vezes com TBS/Tween/Ca 2+ na lavadora de placas e entédo

incubada por 2 horas em temperatura ambiente com Biotina (hyb 131-1) diluida
em TBS/Tween/Ca2+

11.A placa é lavada 3 vezes com TBS/Tween/Ca 2+ na lavadora de placas e entédo

incubada com Solu¢cdo Enhancement por uma hora.

12.A placa é colocada em agitacdo por 5 minutos em uma agitadora de placas.
13.Leia a contagem por fluorometria DELFIA-reader da Perkin Elmer — Victor3).
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