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RESUMO

O cancer do colo do utero € o quarto tipo de cancer mais comum entre as
mulheres no mundo. A sua principal causa € a infeccdo persistente pelo
papilomavirus humano (HPV) oncogénico no colo do utero. A infecgdo pelo HPV
pode levar ao desenvolvimento de lesdes pré-cancerosas, denominadas de
neoplasia intraepitelial cervical, que, se nao tratadas, podem evoluir para cancer do
colo do utero. O sistema complemento (SC) € composto por mais de 50 proteinas,
que participam da resposta imune inata. A sua ativagcdo, que pode ocorrer atravées
das vias classica, alternativa e das lectinas, culmina em importantes efeitos
biolégicos, como recrutamento de células inflamatorias, opsonizacado, fagocitose e
na formagédo do complexo de ataque a membrana (MAC), que resulta na lise celular.
A serina protease MASP-2, complexada a colectinas/ficolinas, tem um papel
importante na ativacdo da via das lectinas. CD59 é uma proteina reguladora do SC
que bloqueia a formag¢ao da MAC na membrana celular. Concentracées elevadas de
MASP-2 no soro foram associadas a recidiva tumoral e menor sobrevida em
pacientes com cancer. Em diversas células tumorais, foi observado um aumento da
expressao de CD59, provavelmente como mecanismo de defesa contra a a¢ao litica
do SC. Nesse estudo, investigamos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), por
meio de PCR-SSP (Reacdo em Cadeia da Polimerase com Iniciadores de
Sequéncia Especifica), no gene MASP2, associados anteriormente a alteragbes na
expressdo da proteina MASP-2, e no gene CD59, localizados em regides
moduladoras da expressao génica. Foram incluidas 193 mulheres com NIC de alto
grau, 114 com cancer do colo do utero e dois grupos de comparag¢do: um grupo com
190 mulheres, para analise de MASP2, e outro com 138 mulheres, para analise de
CD59. Comparamos os haplétipos de MASP2 com as concentragbes séricas de
MASP-2, quantificadas em 84 mulheres com NIC de alto grau e em 134 mulheres do
grupo de comparagao, por meio da técnica TRIFMA. Nao houve associagao entre os
SNPs e haplotipos de MASP2 e NIC ou cancer cervical. Nao houve associacao entre
os haplétipos de MASP2 e a concentracdo de MASP-2 entre mulheres com NIC de
alto grau, o que poderia indicar que a infeccdo pelo HPV e/ou ambiente tumoral
altera a expressao da proteina. Por outro lado, houve associagao entre os quatro
SNPs de CD59 e cancer cervical. Os SNPs no intron 3, rs861256*G e rs831625*G,
foram associados com susceptibilidade para a doenca (OR=2,07, 1C=1,43-3,
P=0,0001; e OR=2,56, 1C=1,75-3,73, P<0,0001, respectivamente) e os SNPs na
regiao nao traduzida 3’, rs704697*G e rs1047581*G, com protecao contra a doenca
(OR=0,54, I1C=0,35-0,84, P=0,006; e OR=0,42, 1C=0,28-0,6, P<0,0001,
respectivamente). Observamos que mulheres homozigotas para o haplétipo GGAA
de CD59, estdao aproximadamente de 2 a 3 vezes mais predispostas a desenvolver
cancer cervical que portadoras de outros haplétipos (OR=5,2, IC=2,45-11, P=0,0). O
haplétipo GGAA foi associado anteriormente com maior expressdo de mRNA de
CD59. Portanto, acreditamos que esse haplétipo poderia aumentar a expressao da
proteina CD59 e, dessa forma, aumentar a resisténcia das células malignas contra a
acao do SC.

Palavras-chave: Neoplasia intraepitelial cervical. Céancer do colo do utero. Sistema
complemento. Via das lectinas. Polimorfismos. MASP2. CD59.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common type of cancer among women
worldwide. The main cause is the persistent infection of oncogenic types of Human
Papillomavirus (HPV) in the cervix. HPV infection is responsible for causing
precancerous lesions, known as cervical intraepithelial neoplasia (CIN), which,
without treatment, can evolve to cervical cancer. The complement system (CS)
comprises more than 50 proteins, involved in the innate immune response. The CS
can be activated by three different pathways (the classical, the alternative and the
lectin pathway) and leads to important biological effects, such as the recruitment of
inflammatory cells, opsonization, phagocytosis, formation of the membrane attack
complex (MAC) and cell lysis. The serine protease MASP-2, complexed with
collectins and ficollins, has an important role in the activation of the lectin pathway.
The protein CD59 inhibits the formation of MAC on cell membranes and, therefore, is
an important regulator of the CS. High expression of MASP-2 in serum was
associated with poor prognosis in various types of cancer. High expression of CD59
has been observed in different tumor cell lines, probably as a mechanism to avoid
cell lyses mediated by MAC. In this study, we investigated, using the PCR-SSP
method, single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the MASP2 and CD59
genes, which were previously associated with MASP-2 altered serum levels and with
higher CD59 mRNA expression, respectively. A total of 193 women with high grade
CIN, 114 with cervical cancer and women of two comparative groups (one group with
190 women for MASP2 analysis and one with 134 for CD59 analysis) were enrolled.
The seven SNPs within de MASPZ2 gene weren’t associated with high grade CIN and
cervical cancer. We also compared MASP2 haplotypes with MASP-2 serum levels in
85 women with high grade CIN, but no association was found. We suggest that
MASP-2 levels probably are modulated by the disease in those patients. Otherwise
than for MASP2, we found an association between the 4 SNPs in CD59 in and
cervical cancer. The SNPs in intron 3, rs861256*G and rs831625*G, were associated
with higher risk of cervical cancer (OR=2,07, IC=1,43-3,0, P=0,0001; e OR=2,56,
IC=1,75-3,73, P<0,0001, respectively), as the SNPs within the 3’ non-translated
region, rs704697*G and rs1047581*G, with protection against the disease (OR=0,54,
IC=0,35-0,84, P=0,006; e OR=0,42, 1C=0,28-0,60, P<0,0001, respectively). We also
observed that homozygotes for the most common CD59 haplotype, GGAA, have a 2
to 3 time higher chance to develop cervical cancer than carriers of other haplotypes
(OR=5,2, IC=2,45-11, P=0,0). The GGAA haplotype was previously associated with
higher expression of CD59 mRNA. Therefore, we suggest that GGAA enhances
CD59 expression malignant cells resistance against MAC mediated cytotoxicity.

Key-words: Cervical intraepithelial neoplasia. Cervical cancer. Complement system.
Lectin pathway. Polymorphisms. MASP2. CD59.
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1 INTRODUGAO

O cancer do colo do utero é um tipo de cancer que se origina no epitélio
escamoso da ectocérvice ou no epitélio colunar do canal endocervical. A sua
principal causa € a infecgdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) no colo
do utero devido a uma resposta imune ineficiente contra o virus (VAN DE WALL,
NIJMAN; DAEMEN, 2014).

Entre os mais de 150 tipos de HPV conhecidos, aproximadamente 40 podem
infectar o trato ano-genital, e, pelo menos, 13 tipos sdo oncogénicos. A transmissao
do HPV ocorre principalmente por meio do contato sexual. Acredita-se que a maioria
das mulheres e homens sexualmente ativos é infectada por ele em algum momento
da vida (WHO, 2016).

Entre as infeccbes por HPV, cerca de 90% dos casos regride
espontaneamente em até dois anos, sem alguma intervencdo. Uma pequena
proporcao de infecgcbes com determinados tipos de HPV (principalmente com os
tipos 16 e 18) podem persistir e causar lesdes pré-cancerosas, que caracterizam a
neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Quando as lesbes ndo sao detectadas e
tratadas precocemente, podem evoluir para cancer (WHO, 2016). Inicialmente, as
lesdes sédo de baixo grau (NIC 1), mas podem progredir para lesdes de alto grau
(NIC 2 e 3) e, posteriormente, para cancer.

O cancer do colo uterino é o quarto tipo de cancer mais frequente entre as
mulheres no mundo. Em 2018, 570.000 novos casos foram estimados,
representando 6,6% de todos os casos de cancer feminino. Esse tipo de cancer é
responsavel por mais de 270.000 6bitos por ano, sendo que aproximadamente 90%
dos obitos ocorrem em regides subdesenvolvidas, provavelmente devido a falta de
rastreamento e deteccdo precoce da doenca (WHO, 2019). No Brasil, foram
registrados 17.540 novos casos em 2015 e, para o ano 2018, foram estimados
16.370 novos casos (INCA, 2018a, 2019). Em 2015, foram registrados 5.727 ébitos
por esse tipo de cancer (INCA, 2019). Em termos de incidéncia e mortalidade, o
cancer cervical ocupa a terceira posicao no Brasil, excluindo o cancer de pele nao
melanoma (INCA, 2018a).

Os mecanismos envolvidos na progressao de lesdes causadas pelo HPV

para cancer do colo do utero ainda nao estdo bem esclarecidos. Sabe-se que fatores
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ligados a imunidade, a genética e ao comportamento sexual tém um papel
importante nesse processo (INCA, 2018a).

Sasagawa et al. (2012) sugeriram que células infectadas pelo HPV falham
em apresentar o antigeno viral e em induzir a resposta inflamatéria. As proteinas E6
e E7, codificadas por genes do HPV16, diminuem a expressao de interferons do tipo
1 por células autdlogas. Durante o reconhecimento de antigenos, a falta de
sinalizagao pelas citoquinas poderia levar a tolerancia imunoloégica. Ja a proteina E5,
também codificada pelo HPV16, parece diminuir a expressao da molécula HLA de
classe 1, o que facilitaria a evasao do virus ao ataque de linfécitos T citotoxicos.
Estes mecanismos de escape poderiam, eventualmente, conduzir a persisténcia da
infecgao pelo HPV (SASAGAWA; TAKAGI; MAKINODA, 2012).

Enquanto que, por um lado, o virus apresenta mecanismos para escapar da
acao do sistema imune, por outro lado, individuos podem apresentar uma resposta
imune alterada e ineficaz para eliminar adequadamente patdogenos ou células
préprias alteradas, como as células malignas.

O sistema complemento (SC), um dos principais mediadores da imunidade
inata e ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, exerce um papel importante na
primeira linha de defesa do organismo contra a entrada de patégenos. A ativagédo do
SC resulta em importantes efeitos biolégicos, como no recrutamento de células
inflamatorias, fagocitose, formacao do complexo de ataque a membrana (MAC) e
lise celular (RICKLIN et al., 2010). Alteracdes nas concentragdes de proteinas do SC
e polimorfismos genéticos, associados a essas condi¢gdes, podem conferir maior
risco para o desenvolvimento de certas doencas, incluindo doencas virais e varios
tipos de cancer (BELTRAME et al., 2015; HU et al., 2013; LEE et al., 2015; WANG et
al.,, 2016). Em pacientes infectados pelo HPV, por exemplo, foi observado um
aumento da expressao da proteina C3 do SC (CANALES et al., 2014).

O SC pode ser ativado através de trés vias: classica, alternativa e das
lectinas. A proteina MASP-2, complexada a padrdoes de reconhecimento molecular
(PRM), como as colectinas e ficolinas, desempenha um papel importante na
ativacdo da via das lectinas. Os diferentes PRMs reconhecem e se ligam a
carboidratos ou residuos acetilados na superficie de microorganismos ou em células
proprias alteradas. Uma vez ativada, MASP-2 cliva os fatores C2 e C4 do SC, que
resultam na formacdo da C3 convertase, responsavel por clivar a proteina C3
(revisto por BOLDT et al., 2016a).
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Expressdao aumentada de MASP-2, associada a variante p.371D no gene
MASP2, foi associada ao aumento da susceptibilidade a infecgcdes causadas pelo
virus da hepatite C, o HCV (TULIO et al., 2011a), e pelo virus humano linfotrépico T,
o HTLV-1 (COELHO et al.,, 2013). Concentracdes elevadas de MASP-2 também
foram observadas em pacientes com cancer colorretal, cancer do ovario, carcinoma
papilar da tireoide, tumor no sistema nervoso central e outros tipos de cancer, e
foram associados com pior prognéstico e menor sobrevida de pacientes com céancer
(SHI et al., 2013; FISCH et al., 2011; YTTING et al., 2005, 2008b). Em relacédo ao
cancer cervical, ainda ndo existem estudos de associacdo com a proteina MASP-2
ou 0 gene MASP2.

Se, por um lado, concentracdes elevadas de MASP-2 podem influenciar na
patogénese de certas doencas, por outro lado, baixas concentracdes podem
comprometer a resposta imune contra patdogenos e favorecer infecgées causadas
por eles. Dessa forma, o SC pode apresentar um papel duplo no desenvolvimento
de doengas (BELTRAME et al., 2015). O mesmo foi observado em cancer. O SC
pode auxiliar na destruicdo de células malignas, mas também pode promover o
desenvolvimento tumoral devido & resposta inflamatéria (MAMIDI; HONE;
KIRSCHFINK, 2017).

Portanto, considerando que MASP-2 € um marcador desfavoravel para varios
tipos de cancer e que diversas variagdes genéticas, que podem modular a
expressdo da proteina, foram associadas a doencas causadas por virus,
percebemos a necessidade de investigar polimorfismos no gene MASP2 em cancer
cervical. Acreditamos que tanto a infec¢ao pelo HPV e o desenvolvimento de lesdes
no colo do utero, bem como o préprio processo de carcinogénese, poderiam ser
influenciados por alteragcdes nas concentracoes de MASP-2 e por alelos que
modulam a expressao do gene.

O SC nao é formado apenas por proteinas envolvidas na sua ativagdo, mas
também por proteinas regulatérias, que impedem a acao litica indesejada do SC
contra células autdlogas, direcionam a sua acao contra o alvo adequado e também
podem finalizar a sua ativacao, quando necessario (SCHMIDT; LAMBRIS; RICKLIN,
2016).

A proteina CD59 é um importante regulador do SC, que inibe a formagao do
MAC na superficie celular e, consequentemente, a lise da célula mediada por ele.

Ancorada a membrana por meio de uma ancora de glicofosfatidilinositol (GPI), ela se
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liga a um complexo formado pelos fatores C5b, C6, C7 e C8 na superficie de células
e inibe a ligacao do fator C9 ao mesmo, o que seria necessario para a formacao do
MAC (NINOMIYA; SIMS, 1992).

A proteina CD59 é principalmente expressa por células autélogas para
protegé-las contra a acdo do SC. Entretanto, alguns tipos virais e células malignas
também integram essa proteina a sua superficie, provavelmente, como mecanismo
de escape a acao litica do SC. Isso foi observado em alguns virus envelopados,
como, por exemplo, no virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1), no virus
da herpes 1 (HSV-1) e no HCV (AMET et al., 2012a; HU et al., 2010; NGUYEN;
HILDRETH, 2000; SAIFUDDIN et al., 1995; SPEAR et al., 1995;
VANDERPLASSCHEN et al., 1998). Células tumorais de diferentes tipos, incluindo
de carcinoma seroso do utero (BELLONE et al., 2012) e cancer de mama (OUYANG
et al., 2016a), apresentaram expressdo aumentada de CD59, o que parece ser um
marcador desfavoravel para sobrevida dos pacientes. Entre pacientes com céancer
do colo do utero e com expressao elevada de CD59, apenas 42% tiveram sobrevida
de 5 anos, enquanto que entre as pacientes com baixa expressdao de CD59, 71%
tiveram sobrevida de 5 anos (UHLEN et al., 2005).

De acordo com estudos anteriores, € possivel que a expressao de CD59 por
células malignas seja regulada pelo proprio microambiente tumoral. Entretanto, o
aumento da concentracao dessa proteina poderia estar associado também a fatores
genéticos. Salviano-Silva et al. (2016) analisaram polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) no intron 3 e na regidao nao traduzida 3’ do gene CD59 em pacientes
com pénfigo foliaceo. O haplétipo formado pelos alelos rs8371625*G (intron 3),
rs704701*C e rs704697*A (3’UTR), estava associado com maior expressao de
mRNA e com susceptibilidade a doenca. De acordo com a localizagcao desses SNPs,
€ possivel que aqueles situados no intron 3 influenciem no processamento
alternativo de CD59, aumentando a expressao da principal isoforma de CD59. Ja os
SNPs localizados na regiao 3’'UTR, poderiam influenciar na regulacdo da expressao
génica (SALVIANO-SILVA; PETZL-ERLER; BOLDT, 2017).

Até o momento, ndo existem estudos envolvendo polimorfismos no gene
CD59 e cancer. Acreditamos que a expressao aumentada da proteina na superficie
de células malignas poderia ser influenciada por SNPs situados em regides
reguladoras de CD59, como na regiao 3’'UTR, ou em regides que influenciam o

processamento pos-transcricional do gene, como no intron 3. Consideramos que 0s
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SNPs analisados por Salviano-Silva (2016) poderiam alterar também a expressao
génica de CD59 em pacientes com cancer, mais especificamente em cancer do colo
do utero, e, portanto, poderiam ser importantes marcadores moleculares para
susceptibilidade a doenga.

O cancer do colo do utero é uma doenga que tem um alto potencial de cura,
quando detectado precocemente. Portanto, marcadores moleculares poderiam
auxiliar na identificagdo de mulheres com maior risco para o desenvolvimento dessa
doenca. Acreditamos que CD59 € um importante gene candidato para investigar
novos marcadores e que estudos de associagao entre polimorfismos nesse gene e
cancer cervical, poderiam ajudar a esclarecer fatores envolvidos no desenvolvimento
da doenca. Considerando que concentracao elevada de CD59 em células malignas
aumenta a resisténcia dessas contra o ataque do SC, € possivel que individuos, que
apresentam polimorfismos no gene CD59 associados a maior expressao da

proteina, sejam mais susceptiveis para cancer do colo do utero.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O principal objetivo do estudo foi investigar se polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) e haplétipos nos genes MASP2 e CD59 alteram a propensao a
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de alto grau e ao cancer do colo do utero em

mulheres.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do estudo foram:
e Determinar as frequéncias alélicas e haplotipicas de SNPs nos genes MASP2
e CD59 em mulheres com NIC de alto grau e com cancer do colo do utero;
e Investigar possiveis associagoes entre SNPs e haplotipos nos genes MASP2
e CD59 e NIC de alto grau;
¢ Investigar possiveis associagoes entre SNPs e haplotipos nos genes MASP2

e CD59 e cancer do colo do utero;
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Investigar possivel associagdo entre SNPs no gene MASPZ2 e concentragoes
séricas da proteina MASP-2 em pacientes com NIC de alto grau.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DO COLO DO UTERO

O céancer do colo do utero, também chamado de cancer cervical, é o terceiro
tipo de cancer mais frequente na populagao feminina no Brasil, atras somente do
cancer de mama e do cancer colorretal. E ainda a quarta causa de morte de
mulheres por cancer no pais (INCA, 2018b). Entre as mulheres no mundo, é o
quarto tipo de cancer mais frequente, com incidéncia anual de aproximadamente
500.000 casos novos (WHO, 2016). A cada ano, estima-se que ocorrem mais de
270.000 o6bitos por esse tipo de cancer, o que representa 7,5% dos 6bitos por cancer
entre mulheres. Interessantemente, mais de 85% dos &bitos ocorrem em regides
subdesenvolvidas, o que poderia estar relacionado com o diagndstico tardio da
doenca (WHO, 2016). O tratamento precoce pode prevenir até 80% dos casos de
cancer cervical. Portanto, paises onde existem programas que permitem a
identificagdo ampla de mulheres com lesbGes pré-cancerosas em estagios iniciais,
possuem menos casos de cancer (WHO, 2016).

O céncer cervical se origina no epitélio escamoso da ectocérvice (carcinoma)
ou no epitélio colunar, também chamado de glandular, da endocérvice
(adenocarcinoma). Os tipos histopatolégicos mais frequentes sdo o carcinoma
epidermoide, que representa 90% dos casos, e o adenocarcinoma, que representa
10%. Além desses, podem ocorrer outros tipos histopatoléogicos de menor
frequéncia, como carcinoma de pequenas células, carcinoma adenoescamoso,
sarcomas e linfomas (INCA, 2018c).

A principal causa do cancer do colo do utero é a infeccdo persistente pelo
papilomavirus humano (HPV) (FIGURA 1). Aproximadamente 99,7% dos casos sao
causados por esse virus. O HPV é transmitido sexualmente, sendo que o momento
auge para adquirir infeccoes para homens e mulheres € pouco depois de se
tornarem sexualmente ativos. A transmissdao pode ocorrer apenas pelo contato de
pele entre os 6rgaos genitais e, portanto, a penetragao ndao € necessaria para tal.
Além do colo do utero, o HPV pode causar também cancer do anus, da vulva, da
vagina e do pénis, bem como da garganta (transmitido por sexo oral), com uma
frequéncia menor (WHO, 2016).
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A maioria das mulheres ou homens sexualmente ativos é infectada pelo HPV
em algum momento da vida, alguns até repetidamente. No mundo, cerca de 291
milhdes de mulheres sao portadoras do HPV, sendo que 32% estao infectadas pelos
tipos oncogénicos 16 e 18, ou por ambos (INCA, 2018a). Foi estimado que entre as
pessoas infectadas pelo HPV, apenas 5% desenvolvem algum tipo de manifestacao
clinica. Comparando o numero de casos de infec¢des por HPV e de cancer do colo
do utero, é possivel verificar que a infecgdo pelo HPV é um fator necessario, mas
nao suficiente para causar o cancer (INCA, 2018a). Acredita-se que fatores
relacionados a resposta imune tenham um papel importante na persisténcia da
infeccdo pelo HPV e, consequentemente, no desenvolvimento do cancer cervical.

Sabe-se que existem mais de 100 tipos de HPV, entre os quais pelo menos
13 s&o oncogénicos. Geralmente as infec¢gées causadas por esse virus regridem em
poucos meses apos serem adquiridas, até 90% dos casos desaparecem em até 2
anos, sem causar sintomas. Tipos ndo-oncogénicos, como o HPV 6 e 11, podem
levar ao desenvolvimento de verrugas genitais altamente infecciosas e a
papilomatose respiratéria, mas muito raramente resultam em morte. Uma pequena
proporcao de infeccoes causada por certos tipos de HPV, especialmente pelos tipos
16 e 18, pode persistir e levar ao desenvolvimento de lesdes pré-cancerosas, que,
se nao tratadas, podem progredir para cancer cervical (WHO, 2016).

A progressao da infeccao pelo HPV oncogénico para cancer cervical invasivo
pode levar entre 15 a 20 anos em mulheres com um sistema imune normal ou de 5 a
10 anos em mulheres com o sistema imune suprimido. Uma vez que as células
escamosas ou glandulares do colo do utero sao infectadas pelo HPV, ocorre a
replicacao do virus. Caso a resposta imune da pessoa infectada seja ineficiente para
eliminar o virus, a infeccdo pode persistir e levar ao surgimento de lesdes pré-
cancerosas. Essas lesdes se caracterizam pela displasia celular, que inicialmente é
leve, porém evolui para moderada e depois para grave. De acordo com as
alteracdes histologicas que ocorrem no local das lesbes, essas podem ser
classificadas em neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grau 1, grau 2 e, por fim,
grau 3 (FIGURA 2).

Quando as lesdes pré-cancerosas sao detectadas, podem ser tratadas e
pode-se evitar assim o desenvolvimento de cancer. Porém, quando nao tratadas, as
lesdes podem evoluir para carcinoma in situ e, uma vez que as células malignas

ultrapassam a membrana basal, o carcinoma passa a ser invasivo (FIGURA 1 e 2).
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Caso a invasao do estroma cervical subjacente ndo tenha mais de 5 mm de
profundidade e 7 mm de largura, o carcinoma é denominado de microinvasivo.

Os sintomas do cancer podem aparecer apenas em estagios mais avancados
e incluem: sangramento vaginal irregular, intermenstrual e anormal apos relagdes
sexuais, dores nas costas, pernas e pelve, fadiga, perda de peso, perda de apetite,
desconforto e odor vaginal, e edema em uma das pernas. Sintomas mais graves
podem surgir em estagios avangados (WHO, 2016).

Alguns fatores podem aumentar o risco para a persisténcia da infeccédo pelo
HPV e para o desenvolvimento do cancer do colo uterino, tais como inicio da
atividade sexual precoce, numero elevado de parceiros sexuais, multiparidade, uso

de tabaco e sistema imune suprimido (INCA, 2018a).

FIGURA 1. INFECCAO DE CELULAS DO COLO DO UTERO PELO HPV E PROGRESSAO PARA
CANCER DO COLO DO UTERO.
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FONTE: Adaptado de “The Nobel Committee for Physiology or Medicine”, 2008.

NOTA: Ap6s a infecgao de células basais do colo do utero pelo HPV, ocorre a replicagao viral. Em
aproximadamente 90% das mulheres infectadas, a infecgao regride em até 2 anos. Porém, a infecgao
pode progredir para cancer do colo do utero. Quando as células malignas ultrapassam a membrana
basal, o cancer se torna invasivo.
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FIGURA 2. EVOLUCAO DO CANCER DO COLO DO UTERO.
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FONTE: GIUS et al., 2007
NOTA: Ap6s a infecgao de células escamosas do colo do utero pelo virus HPV oncogénico, ocorre o
processo de diferenciagao celular e de alteragdes histoldgicas, de forma progressiva. As lesdes pré-
cancerosas sao classificadas em neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grau 1, 2 e 3, e podem
evoluir para carcinoma invasivo, quando as células malignas ultrapassam a membrana basal.

2.2 PREVENGAO, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DE CANCER DO COLO DO
UTERO

Considerando que a transmissao do HPV ocorre por via sexual, a prevengao
primaria visa diminuir o risco de contagio. O uso de preservativos durante a relagao
sexual protege parcialmente, pois o contagio pode ocorrer também através do
contato de pele com a vulva, regido perianal e bolsa escrotal. Outras formas de
prevencao primaria incluem evitar fatores de risco, como inicio precoce da atividade
sexual e multiplos parceiros. Outros fatores de risco, como tabagismo e uso
prolongado de pilulas anticoncepcionais, também devem ser evitados (WHO, 2016).

O rastreamento de mulheres por meio de exames do colo uterino € uma forma
eficaz para detectar lesdes pré-cancerosas e cancer em estagio inicial, quando o
tratamento tem um elevado potencial de cura. Entre os testes de rastreamento,
podemos destacar o exame convencional Papanicolaou, baseado em citologia

liquida e inspecao visual. Esse teste deve ser realizado de forma cuidadosa para
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garantir que células escamosas e glandulares da zona de transformagao do colo do
utero sejam coletadas. Recomenda-se que o rastreamento seja realizado pelo
menos uma vez em todas as mulheres com idade entre 30 e 49 anos e, de
preferéncia, anualmente (WHO, 2016).

A tipagem do virus HPV em pacientes com neoplasia intraepitelial € uma
pratica ja realizada comumente em varios paises, como nos EUA. No Brasil ainda
nao € realizado rotineiramente. A identificacdo do tipo de HPV pode antecipar se a
lesdo podera ou n&o evoluir para cancer e, portanto, pode ser de grande importancia
para adotar medidas preventivas mais rigorosas para mulheres portadoras de HPV
oncogeénico.

A vacinagao contra o virus HPV é outra forma de prevengdo. O Ministério da
Saude implementou no Brasil, em 2014, o programa de vacinag¢do contra o HPV
para meninas de 9 a 13 anos. Em 2017, a idade das meninas se estendeu para 14
anos e foram incluidos meninos de 11 a 14 anos. A vacina é tetravalente e inclui os
subtipos 6, 11, 16 e 18 do HPV. Os tipos 6 e 11 ndo sdo oncogénicos, porém
causam verrugas genitais. Ja os ultimos dois sao responsaveis por causar cerca de
70% dos casos de cancer do colo do utero. Estas vacinas tem um efeito melhor se
administradas antes de ocorrer exposicao ao HPV, de preferéncia antes do primeiro
contato sexual. Por isso, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda, como
medida de saude publica de melhor custo-beneficio, a vacinagdo de meninas com
idade entre 9 e 13 anos (INCA, 2018c).

A vacinacgao contra HPV nao trata infecgdes pelo HPV ou doencgas associadas
e nao pode substituir programas de rastreamento para cancer cervical (WHO, 2016).
Portanto, mesmo as mulheres vacinadas contra o HPV, deverédo fazer o exame
preventivo periodicamente a partir dos 25 anos, idade preconizada no Brasil (INCA,
2018c).

O tratamento de cancer do colo do utero a ser adotado depende do
estadiamento da doenca. Inicialmente, quando apenas uma lesdo de baixo grau é
observada, é indicado um novo exame citolégico apds 1 ano para mulheres de 25 a
30 anos e a repeticdo do exame apdés 6 meses para mulheres com ou mais de 30
anos. Caso a lesdo evolua para uma lesao de alto grau, € importante a realizacao da
colposcopia. Caso o tumor ja esteja em estagio invasivo, o tratamento pode incluir
radioterapia, braquiterapia e quimioterapia, ou até mesmo resseccao tumoral e

histerectomia. Novos tratamentos, ainda em fase de estudo, incluem o
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imunoterapico ADX11-001, Nivolumab, Pembrolizumabe e Bevacizumab ((INCA,
2018c).

2.3 O PAPEL DE MASP-2 E CD59 NA ATIVAGAO E REGULACAO DO SISTEMA
COMPLEMENTO

O sistema complemento (SC) é um sistema complexo formado por mais de 50
proteinas plasmaticas e associadas a membrana (KJAER; THIEL; ANDERSEN,
2013), que tem um papel importante como mediador da imunidade inata,
participando da primeira linha de defesa do organismo contra infecgbes causadas
por patégenos, como bactérias, virus ou protozoarios. Além disso, o SC atua
também como ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, na ativacdo de células
endoteliais e epiteliais e na ativacdo de plaquetas (DUNKELBERGER; SONG, 2010;
RICKLIN et al., 2010).

A ativacdo do SC pode ser iniciada por trés vias: a classica, a alternativa e a
via das lectinas. As trés vias convergem em uma cascata proteolitica, que culmina
com o recrutamento de células inflamatodrias, fagocitose e lise celular mediada pelo
complexo de ataque a membrana (MAC) (RICKLIN et al., 2010). A ativacdo do SC
produz as anafilatoxinas C3a, C4a e Cb5a, que sao potentes mediadores
proinflamatorios, e as opsoninas C3b e C4b, que cobrem a superficie de patdgenos
e, dessa forma, mediam a fagocitose. O SC elimina complexos imunes, debris
celulares e conduz a respostas imunes inflamatorias e citoliticas altamente eficientes
e reguladas (DUNKELBERGER; SONG, 2010).

A ativacao da via classica € iniciada, principalmente, por complexos imunes,
formados por anticorpos das classes IgM ou IgG ligados a um antigeno, e pela
ligacdo de C1q a regiao Fc dos anticorpos, dando inicio a uma reagdo em cascata. A
ativacdo da via alternativa ocorre pela hidrolise espontanea de C3 no plasma. Ja a
ativacdo da via das lectinas é iniciada pela ligacdo de moléculas de reconhecimento
padrdao (PRMs) a carboidratos ou residuos acetilados, presentes na superficie de
microrganismos (conhecidos como PAMPs), ou a padrées glicolizados aberrantes
em células apoptoéticas, necréticas ou malignas (também conhecidos como DAMPS)
(RICKLIN et al., 2010).

As PRMs da via das lectinas, que incluem a MBL, as ficolinas 1, 2 e 3, e as

colectinas 10 e 11, formam complexos com proteinas serina proteases (MASP-1, 2 e
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3) ou com proteinas truncadas (MAp19 e MAp44). Os complexos, em sua maioria,
sdao constituidos por um dimero de MASP e um PRM (DEGN et al., 2013;
ROSBJERG et al., 2014).

Quando os PRMs se ligam aos PAMPs ou DAMPs, MASP-1 e MASP-2 séo
convertidas de pré-enzimas para sua forma ativa e, dessa forma, ativam a cascata
da via das lectinas (FIGURA 3). A MASP-3, ao contrario de MASP-1 e 2, inibe a
ativacao da via das lectinas ao competir pelos mesmos sitios de ligagdo nas PRMs
(DEGN et al., 2009) e pode, por outro lado, ativar a via alternativa por meio da
clivagem do pré-fator D (DOBO et al., 2016). A proteina truncada MAp44 também
inibbe a ativacdo do complemento por competir por sitios de ligagao,
semelhantemente a MASP-3 (SKJOEDT et al., 2012).

Se, por um lado, a ativacdo do SC é necessaria para eliminar patégenos,
células apoptoéticas, necroticas e malignas, por outro lado, ela pode ser
potencialmente destrutiva para células autdlogas, quando a sua ativagdo €
exacerbada ou incontrolada. Por essa razdo, a ativagdo do SC €& fortemente
controlada por diversos inibidores soluveis ou ligados a membrana celular. Entre
esses reguladores, podemos destacar as proteinas plasmaticas H e a proteina
ligante a C4b, e as de membrana celular CD46, CD55 e CD59. Os inibidores inibem
a ativagcdo espontdnea do complemento, limitam a ativacdo benéfica do
complemento ao local adequado e contribuem para a finalizagdo da resposta do
complemento (SCHMIDT; LAMBRIS; RICKLIN, 2016).

A proteina CD59 encontra-se ancorada por meio de uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol na membrana plasmatica (GPI) (DAVIES et al., 1989), onde
bloqueia a formagdo do MAC. Quando ocorre a deposicdo de fatores do
complemento na membrana celular, CD59 se liga ao complexo C5b-8, impedindo a
ligacdo de C9 ao mesmo (NINOMIYA; SIMS, 1992). Dessa forma, CD59 tem um
papel importante como protetor dos tecidos proprios contra a acao litica do
complemento, bem como de outros efeitos bioldgicos indesejados e mediados pelo
MAC, como a liberacao de citocinas pré-inflamatdrias e pro-tromboticas e a liberagcao
de fatores de crescimento.

Logo, o SC €& composto por proteinas com funcgdes opostas para que possa
ocorrer uma resposta adequada e eficaz. Por um lado temos as proteinas

ativadoras, como MASP-2, e por outro lado, as proteinas reguladoras, como CD59.
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FIGURA 3. ATIVAGAO DA VIA DAS LECTINAS.
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FONTE: O autor (2018), adaptado de BOLDT et al. (2017).

NOTA: A proteina MASP-2, ligada a uma molécula de reconhecimento padrdao (PRM), é ativada
quando o PRM se liga a um carboidrato ou residuo acetilado presente na superficie de patdgenos,
células apoptéticas, necroticas ou malignas. Uma vez ativada, MASP-2 cliva C2 e C4. Os produtos

C2a e C4b formam a enzima C3 convertase, que cliva C3. O produto C3b com C2a e C4b formam a
C5 convertase. Essa enzima cliva C5, cujo produto C5b se liga a superficie de uma célula ou
patdgeno, seguido de C6, C7, C8, e, por fim, C9. O complexo C5b-C9 forma o complexo de ataque a
membrana (MAC), que resulta na formacéo de um poro e lise celular. A proteina CD59, ancorada na
membrana de células, pode se ligar ao complexo C5b-C8 e inibir a ligagao de C9 e,
consequentemente, a formagao do MAC.

OPSONIZACAO

2.4 ESTRUTURA E FUNGAO DE MASP-2

A proteina MASP-2 é secretada como uma proenzima de cadeia Unica,
também chamada de zimoégeno. Ela é expressa, principalmente, pelos hepatdcitos.

As suas concentragdes no soro ou plasma variam de 70 a 1200 ng/mL
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(concentracao média: 400-500 ng/mL) e permanecem estaveis ao longo da vida de
um individuo saudavel (MBLLER-KRISTENSEN et al., 2003; YTTING et al., 2007).

A ativacdo de MASP-2 ocorre com a quebra de uma ligacdo Arg-lle (o
peptideo de ativagdo), resultando em mudancgas de conformacgéo e na formacao de
duas cadeias polipeptidicas: cadeia A (pesada) e cadeia B (leve), ligadas por uma
ligacdo dissulfidica (THIEL, 2007). A cadeia A possui 429 residuos de aminoacidos
(52 kDa), enquanto que a cadeia B é formada por 242 residuos (31 kDa) (THIEL et
al., 1997).

A cadeia A compreende cinco dominios: o dominio N-terminal CUB1
(C1r/C1s, Uegf and bone morphogenetic protein-1), o dominio EGF (epidermal
growth factor-like), o segundo dominio CUB, o CUB2, e dois modulos contiguos com
proteina de controle do complemento, CCP1 (complement control protein module) e
CCP2. Ja a cadeia B, compreende uma serina protease, tipo quimotripsina (SP).

Como ja mencionado anteriormente, homodimeros de MASP-2 zimdgeno
encontram-se complexados a PRMs. Os dominios SP dos dimeros sobressaem do
complexo e sao acessiveis para qualquer substrato adequado, incluindo dominios
SP de zimoégenos “vizinhos”, complexados a outros PRMs (KJAER et al., 2015;
KJAER; THIEL; ANDERSEN, 2013).

Apesar de MASP-2 ser capaz de se autoativar in vitro, MASP-1 é essencial
para sua ativagdo em condigoes fisiologicas. Uma vez ativada, MASP-2 se torna um
ativador, tanto de zimogenos de MASP-2 como de MASP-1, por ativagao cruzada de
complexos PRM/MASP justapostos (DEGN et al., 2013; HEJA et al., 2012; KJAER et
al., 2015). MASP-2 cliva os componentes do complemento C4 e C2, cujos produtos
C4b e C2b se associam para formar a enzima C3 convertase, comum para a via das
lectinas e a via classica. Em comparacao com C1s da via classica, MASP-2 tem uma
atividade catalitica 1000 vezes maior e € inibida 50 vezes mais rapida pelo inibidor
C1 (KERR et al., 2008).

2.5 GENE E EXPRESSAO DE MASP2

O gene MASPZ2 codifica a serina protease MASP-2 e a proteina truncada
MAp19 por processamento alternativo de um transcrito primario (BOLDT et al., 2013;
THIEL et al., 1997). Ele esta localizado na cadeia reversa do cromossomo 1p36.22,

entre as coordenadas genémocas 1: 11,026,523-11,047,233 (human genome
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version GRCh38), tem 12 exons e uma extensao de 22 kb. O exon 1 apresenta uma
regido nao traduzida (5’UTR), o exon 2 codifica o peptideo sinalizador e, juntamente
com o exon 3, o dominio CUB1. O exon 4 codifica o dominio EGF. Ja o exon 5 é
alternativo e exclusivo para MAp19, codifica os quatro aminoacidos do dominio C-
terminal, contém um cdédon de parada que leva ao término prematuro do processo
de traducdo e um sinal de poliadenilagdo, resultando assim em uma proteina
truncada de 19 KDa (STOVER et al., 1999; TAKAHASHI et al., 1999). Os demais
exons sao especificos para os dominios de MASP-2: CUB2 (exons 6 e 7), CCP1
(exons 8 e 9), CCP2 (exons 10 e 11), e o dominio SP com o peptideo de ativagdo
(exon 12). A regido néo traduzida (3’'UTR) nos exons 5 e 12 difere entre os dois
mRNAs e, acredita-se, que poderia influenciar na estabilidade de ambos no
citoplasma (FIGURA 4).
O gene MASPZ2 é principalmente expresso no figado, sendo MASP-2
sintetizada pelos hepatoécitos e MAp19 pelas células de Kupffer (DEGN et al., 2011).
As concentracdes de mRNA de MAp19 sao mais elevadas no figado, comparados
as de mRNA de MASP-2, com base em resultados de sequenciamento de RNA.
Apesar disso, a sintese de mMRNA de MAp19 é restrita a esse tecido, enquanto que o
MmRNA de MASP-2 também € encontrado no sistema nervoso e no trato reprodutivo
(THE GTEX PORTAL, 2018). Além disso, o gene MASP2 é expresso no citoplasma
da maioria das células, sendo a principal localizagdo o complexo de Golgi, e tem
expressao distinta no colageno e no plasma (THE HUMAN PROTEIN ATLAS, 2018).
O promotor de MASPZ2 é regulado por STAT3, IL-1b e IL-6 (Unterberger et al.
2007), HNF4 (fator nuclear de hepatocitos alpha 4), e TCF7L2 (fator de transcri¢ao 7-
like 2) em células das linhagens mesodérmicas e ectodérmicas, respectivamente.
Também é regulado por uma ilha CpG, que se estende até o exon 2. O exon 8
apresenta uma regido regulatoria forte com ilhas de CpG, que € reconhecida por
diferentes proteinas, incluindo o fator CTCF, a proteina MAFK, as proteinas de
reparo de DNA SMC3 e RAD21, e o supressor tumoral RUNX3. Os exons 5, 7e 9
apresentam outras ilhas metiladas de CpG (ENCODE PROJECT CONSORTIUM,
2004).
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2.6 VARIACOES GENETICAS NO GENE MASP2

O gene MASP2 é altamente polimérfico com 2882 variantes ja descritas ao
longo do gene. Apesar disso, apenas 182 apresentam MAF (minor allele frequency)
>1%. Entre esses, aproximadamente 71% estdo localizados em regides intronicas,
10,9% na sequéncia ascendente, 0,5% na regido nao traduzida 3’, 8,8% em exons
(sendo 38% variantes a montante), e 8,8% na regido a jusante. SNP é o tipo de
variante genética mais comum (83%), seguido por delecoes (10%) e insercoes (7%)
(ENSEMBLE, 2018).

Em exons que codificam os dominios CUB1, EGF e serina protease, foram
observados SNPs que podem alterar a funcdo de MASP-2 (STENGAARD-
PEDERSEN et al., 2003; THIEL et al., 2007, 2009; VALLES et al., 2009).
Polimorfismos de MASP2 também foram associados a modulagbes nas
concentragoes séricas de MASP-2 e MAp19.

Em 2003, deficiéncia hereditaria de MASP-2 foi relatada pela primeira vez em
um paciente com infec¢des recorrentes graves e doenga autoimune. Analise de
sequenciamento de DNA revelou uma mutacado de ponto em homozigoze no exon 3
(SNP rs72550870:T>C), causando uma substituicdo de glicina por um acido
aspartico no residuo 120 (p.D720G) e alterando a funcdo do dominio CUBHT,
tornando assim a proteina incapaz de se ligar a MBL e ficolinas e afetando a
ativagao do complemento (STENGAARD-PEDERSEN et al. 2003; SORENSEN et al.
2005). Essa substituicdo afeta tanto as concentragbes séricas de MASP-2 como de
MAp19, resultando em concentragdes reduzidas (SYRENSEN; THIEL; JENSENIUS,
2005).

A variante p.156_159dupCHNH é uma duplicacao rara de quatro aminoacidos
no dominio EGF, encontrada apenas na populagdo chinesa. Foi associada com
concentragbes baixas de MASP-2, provavelmente, afetando a dimerizacdo da
proteina (THIEL et al., 2007, 2009). O SNP rs12085877 G>A resulta na substituicdo
de uma arginina por uma histidina (p.R439H) no dominio SP de MASP-2, que resulta
na reducao da concentragcdo de MASP-2 e da atividade enzimatica de complexos
MBL/MASP-2 (THIEL et al., 2007, 2009). Ainda mais, polimorfismos localizados no
intron 9 e exon 10, que codifica o ultimo dominio CCP, foram associados a
diferentes concentracdes de MASP-2 e MAp19 (BOLDT et al., 2011; THIEL et al.,

2007; TULIO et al., 2011b). Porém, ainda ndo se sabe ao certo, como esses
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polimorfismos alteram as concentragées das proteinas (BELTRAME et al., 2015;
BOLDT et al., 2011; THIEL et al., 2007, 2009).

Boldt et al. (2011) descreveram 10 diferentes haplétipos do gene MASP2, cuja
nomenclatura foi feita de acordo com as suas relagdes filogenéticas. Os cinco
haplétipos que pertencem ao clado 1, compartilham o alelo g.24762C no exon 12. O
haplétipo *1A, é o mais ancestral, *1B71-h e *1B2-h foram associados a
concentragdes elevadas de MASP-2, enquanto que *1C71-[ e *1C2-l, que
compartilham o alelo que codifica o aminoacido p.726L foram associados com
baixas concentracoes de MASP-2, assim como também *7C2-/, que codifica a
variante p.439H que causa deficiéncia da proteina. Os outros cinco haplétipos, que
apresentam o alelo g.24762T no exon 12, pertencem ao clado 2. Os haplétipos *2A1
e *2A2-l contem a variante p.377A, associada a concentracdes baixas de MASP-2,
*2B1-i e o haplotipo comum *2B2A-i foram associados a concentragoes
intermediarias de MASP-2, ja 2B2B-I codifica a variante p.7120G que causa
deficiéncia de MASP-2 (BOLDT et al., 2011) (FIGURA 5).

No Quadro 1, estdo resumidos os SNPs que foram encontrados no gene

MASP2 e a sua associagao com as concentracoes de MASP-2.

FIGURA 4. GENE MASP2 E OS PRODUTOS MASP-2 E MAP19.
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FONTE: BOLDT et al., 2017.

NOTA: O gene MASP2 é formado por 12 exons (retdngulos). Os exons 2 a 4 (cor azul) codificam os
dominios CUB1 e EGF de MASP-2 e MAp19, os exons 6 a 11 (cor verde) os dominios CUB1, CCP1 e
CCP2, o0 exon 12 (cor laranja) o dominio serina protease de MASP-2, e o exon 5 o dominio C-terminal

da MAp19.
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FIGURA 5. HAPLOTIPOS DE MASP2.
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FONTE: Boldt et al. 2011.
NOTA: Ao lado dos haplotipos, esta escrita a nomenclatura filogenética dada a eles. As posigées, que
correspondem aos SNPs, estéo ilustradas (GenNank: NT_021937, 1B, CAB50735).

2.7 DOENCAS ASSOCIADAS A POLIMORFISMOS NO GENE MASP2 OU A
CONCENTRACAO DE MASP-2

A proteina MASP-2 é uma protease que, normalmente, encontra-se estavel
na circulagdo sanguinea. Entretanto, na presenca de doencgas, as concentragoes
dessa proteina podem sofrer alteragées. Concentragcdes de MASP-2 também podem
ser moduladas por polimorfismos no gene MASP2. Assim como ja foi observado com
outras proteinas do SC, MASP-2 pode apresentar um papel duplo no
desenvolvimento de doengas. Por um lado, a sua deficiéncia pode resultar huma
resposta imune deficiente, facilitando, por exemplo, a infec¢cdo por patégenos. Por
outro lado, concentragdes elevadas podem exacerbar a resposta inflamatoria e levar
a danos teciduais (BOLDT et al., 2016b). Portanto, a proteina MASP-2 pode atuar
como protetora ou potenciadora de doencas.

Foi observado, por exemplo, que a variante p.D371Y estd associada com
concentracbes plasmaticas elevadas de MASP-2 e com susceptibilidade para
infecgbes causadas pelo virus HCV (TULIO et al., 2011b). Ja a variante p.P126L, foi
associada com concentragbes baixas de MASP-2 (<200ng/mL) e com
susceptibilidade para infecgbes causadas pelo virus HIV (BOLDT et al. 2016b).

No Quadro 2, estdo resumidas algumas doencgas associadas a polimorfismos
no gene MASP2 ou a concentracdes da proteina MASP-2.
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2.8 CANCER ASSOCIADO A CONCENTRAGAO DE MASP-2

Sabe-se que o sistema imunolégico exerce uma funcdo importante no
desenvolvimento de cancer. De acordo com estudos anteriores, ele desempenha um
papel duplo: por um lado, pode auxiliar a controlar o crescimento tumoral, mas por
outro lado, células imunes, principalmente do sistema imune inato, podem auxiliar na
progressao tumoral. O sistema imune pode cooperar para que o tumor adquira
caracteristicas importantes para sua progressao. Devido ao processo inflamatorio, o
microambiente tumoral pode ser suprido de fatores de crescimento que sinalizam a
proliferacao celular, fatores que limitam a morte celular, fatores proangiogénicos,
enzimas extracelulares que facilitam a angiogénese e favorecem a invasao para
outros orgaos (COLOTTA et al.,, 2009; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010;
QIAN; POLLARD, 2010). Células inflamatérias podem ainda liberar substancias que
sdao mutagénicas para células vizinhas (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Apesar da importancia de MASP-2 na ativacao do SC, ainda existem poucos
estudos para esclarecer o seu papel na tumorigénese. Foi observado que
concentragéo elevada de MASP-2 é um marcador favoravel para cancer do figado e
concentragdo baixa da proteina foi associada a menor sobrevida em pacientes com
esse tipo de cancer (THE HUMAN PROTEIN ATLAS, 2018). Curiosamente, o figado
é um dos principais 6rgdos que expressam o gene MASP2. E possivel que a
ativacdo aumentada de MASP-2 e, por conseguinte, do SC, favoreca a remocéao de
células malignas nesse 6rgao.

Por outro lado, em cancer colorretal (CCR), concentracdes elevadas de
MASP-2 foram associadas com maior risco para recorréncia tumoral € menor
sobrevida (YTTING et al., 2005). Ytting et al. (2005) observaram concentragoes
elevadas de MASP-2 em pacientes com CCR no periodo pré-operatério e
perceberam que ndo estavam associadas a infecgdes no periodo pds-operatorio.
Varias hipéteses foram levantadas para explicar o envolvimento de MASP-2 em
CCR: a ativacao prolongada das vias de sinalizacdo, devido a resposta inflamatoria,
poderia favorecer o desenvolvimento e crescimento tumoral; MASP-2 poderia
facilitar a invasdo tumoral, como ja foi observado com outras proteases; ou ainda,
MASP-2 poderia participar da via molecular que permite a comunicagédo entre as
células cancerosas e inflamatérias, encontradas no microambiente tumoral. Foi

sugerido também que tumores poderiam consumir MASP-2 e, assim, a proteina
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funcionaria como inibidora do crescimento tumoral, ou ainda, que tumores
agressivos poderiam sintetizar MASP-2 (YTTING et al., 2005).

Posteriormente, observou-se ainda nesse grupo de pacientes, que as
concentragbes séricas de MASP-2 nao sofriam alteragdes significativas apds a
resseccao do tumor (YTTING et al.,, 2008) e que nao havia associagcao entre as
concentracbes de MASP-2 e o alelo para D120G (associado a concentragoes
reduzidas de MASP-2) (YTTING et al., 2011). Portanto, € provavel que em CCR, as
concentragoes de MASP-2 ndo sejam moduladas pelo tumor (YTTING et al., 2008),
e sim, que pacientes com polimorfismos associados a concentragboes elevadas de
MASP-2, sejam propensos a um pior prognostico.

Em carcinoma de células escamosas do esbdfago, a expressdo de MASP-2
também estava aumentada e foi associada com estagio clinico avangado e
metastases nodais. A expressao da proteina ja estava alterada em estagios pré-
malignos (displasia) e foi sugerido que essa condicdo seria mantida durante a
progressao da doenca e estaria associada com o comportamento agressivo do
tumor (VERMA et al., 2006). Além disso, a expressao aumentada de MASP-2
também foi notada em criangcas com tumores no sistema nervoso central, com
linfoma ndao-Hodgkin e com leucemia linfoblastica aguda (FISCH et al., 2011), e em
pacientes com carcinoma papilar da tireoide (SHI et al. 2013).

Em mulheres com céncer do ovario, observou-se uma associagao entre a
doenca e a expressao aumentada de MASP2 mRNA em secgbes tumorais, porém
nao houve associagdo com as concentracdes séricas de MASP-2 e com o alelo para
D120G. No grupo de pacientes, ndo houve associacao entre a expressao de MASP2
e as concentragoes séricas de MASP-2. Portanto, foi sugerido que as alteragdes na
expressdao de mRNA de MASP2 poderiam estar envolvidos na patogénese do
cancer ovariano e serem influenciados pela propria doenga ou por polimorfismos
genéticos no gene MASP2, que poderiam conferir um pior progndéstico para as
pacientes (SWIERZKO et al., 2014).

Concluindo, percebe-se que MASP-2 pode ser tanto um marcador favoravel,
como desfavoravel para cancer. Os mecanismos envolvidos ainda sdo pouco
conhecidos. E possivel que variacbes genéticas estejam associadas as alteracoes
na concentragao da proteina em cancer colorretal e ovariano. Porém, mais estudos
sS40 necessarios para esclarecer essa hipotese e a relagao entre a proteina MASP-2

e o desenvolvimento de cancer.
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2.9 PROTEINA CD59

A proteina CD59, também conhecida como protectina, MIC11 ou MIRL
(inibidor da lise reativa de membrana), € uma pequena proteina globular, altamente
glicosilada, de aproximadamente 18 a 20 kDA, e que contem 128 aminoacidos
(incluindo o peptideo sinal). De acordo com o Human Protein Atlas, a principal
localizacdo de CD59 é intracelular, no complexo de Golgi e em vesiculas (FIGURA
1). Ela também é encontrada ancorada a membrana celular de células proéprias, por
meio de uma &ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (DAVIES et al. 1989). Ainda
ndo se sabe ao certo, se a forma intracelular de CD59 também esta ligada a uma
ancora de GPI ou ndo (KRUS et al., 2014).

Na membrana plasmatica, CD59 encontra-se inserida em microdominios com
alta concentracao de colesterol e de esfingolipidos, chamados de jangadas lipidicas
(lipid rafts) (KIMBERLEY; SIVASANKAR; PAUL MORGAN, 2007). Esses
microdominios sdo como centros de concentracdo e de organizagado de receptores
especificos e moléculas sinalizadoras, que podem influenciar a fluidez da
membrana, a movimentacao de proteinas da membrana e de receptores, bem como
regular a neurotransmissdo e a formacdo de sinapses imunoldgicas.
Interessantemente, os lipid rafts aparecem também no meio intracelular, como no
complexo de Golgi e em lisossomos, 0 que corrobora a alta expresséao de CD59
nessas organelas.

CD59 é uma proteina multifuncional envolvida na regulacdo de diversos
mecanismos celulares. Ela é principalmente conhecida pelo seu importante papel
como inibidora da formacdo do MAC na membrana celular, e, portanto, como um
importante regulador do sistema complemento (FIGURA 3). Como ja mencionado
anteriormente, essa proteina se liga ao complexo C5b-8 do MAC, impedindo a
ligacdo de C9 e, consequentemente, a formacao do poro na membrana e lise celular
mediada pelo MAC (NINOMIYA; SIMS, 1992).

A formacdo do MAC na membrana plasmatica pode, além de levar a lise
celular, influenciar outros mecanismos celulares, como a proliferacdo celular e a
secrecdo de mediadores proinflamatérios e protrombdticos (QIN et al., 2004).
Portanto, CD59 pode atuar também como reguladora desses mecanismos. Em
células endoteliais, por exemplo, a insercdo do MAC resulta na liberagado de fatores

de crescimento que estimulam a proliferacao celular e o crescimento tecidual.
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Portanto, a deficiéncia de CD59 pode resultar na proliferacdo exacerbada desse
tecido. Além disso, o MAC em concentragdes baixas pode acionar mecanismos anti-
apoptoéticos na célula, levando a sua sobrevivéncia (NAUTA et al. 2002). Dessa
forma, € possivel que a presenca de CD59 nas membranas celulares evite a
apoptose da célula.

Apesar de sua importancia na regulacdo do complemento, diversos estudos
apontam para fungcbes de CD59 que ndo dependem do complemento. Em
concordancia com a localizacdo de CD59 em lipid rafts, esta apresenta propriedades
sinalizadoras, como na liberacdo de calcio pelas células e ativacdo de moléculas
sinalizadoras como tirosina quinases (KIMBERLEY; SIVASANKAR; PAUL
MORGAN, 2007).

Recentemente, foi demonstrado que existe uma forma intracelular de CD59
que atua na liberacdo de insulina pelas células B no pancreas. Krus et al. (2014)
observaram que a regulacao negativa da expressao de CD59 com siRNA, diminuiu a
habilidade das células B clonadas de rato, de secretar insulina sob estimulo de
glucose. A remocgao de CD59 com fosfolipase C (que cliva as ancoras de GPI), no
entanto, ndo afetou a secrecdo de insulina, o que poderia indicar que CD59
intracelular estaria envolvida na liberacdao desse horménio. Nao se sabe ao certo se
essa CD59 se liga a GPI ou nao, até porque muitos anticorpos gerados para analisar
CD59 reconhecem GPI.

O mecanismo pelo qual CD59 auxilia na liberacédo de insulina, ndo esta bem
esclarecido. Sabe-se que CD59 pode se associar a proteinas envolvidas na
secrecado de insulina para o meio extracelular. Além disso, CD59 foi encontrada
associada a granulos de insulina e foi observado que células com expressao
atenuada dessa proteina, apresentaram menos eventos de fusdo entre granulos de
insulina e a membrana celular (KRUS et al., 2014). Portanto, € possivel que CD59
desempenhe um papel importante no processo de fusdo entre os granulos de
insulina e a membrana celular.

A proteina CD59 parece desempenhar também um papel protetor na
placenta, um o6rgao imunologicamente protegido. As proteinas reguladoras do
complemento CD59, CD55 e MCP (membrane cofactor protein) sdo altamente
expressas nas vilosidades normais da placenta. Sood et al. (2006) observaram que
as maiores concentragées de CD55 e CD59 ocorrem no amnio, seguido pelo corion

e pelas vilosidades, enquanto que a MCP é expressa em concentracbes maiores,
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apenas nas vilosidades. Nas vilosidades, essas proteinas sdo expressas pelas
células placentarias especializadas, os sinciciotrofoblastos, que entram em contato
direto com o sangue materno. O amnio, comparado ao corion, é notavelmente nao
imunogénico e nao entra em contato direto com células maternas. Portanto, foi
sugerido que o amnio secreta os inibidores do complemento junto a exossomos,
para dentro do liquido amniotico ou para as jungdes materno-fetais vizinhas (SOOD
et al., 2006).

Diversos autores sugerem que CD59 pode atuar como supressor de células
T, particularmente de células T CD4+. Em camundongos knockout para CD59, a
resposta de células T CD8+ né&o sofreu alteracdo, enquanto que houve aumento da
proliferacdo de células CD4+. A regulacao de células T por CD59 parece ocorrer de
forma independente do SC (LONGHI et al., 2005). Esses resultados corroboram o
fato de pacientes com hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN), deficientes para
CD59, apresentarem falha na resposta imune por células T (ROMAGNOLI; BRON,
1999). Nao se sabe, ainda ao certo, de que forma CDS59 inibe a ativagdo de células
T, se ela possui um efeito direto sobre a célula ou indireto mediado pela modulacéo
de lipid rafts (SUZUKI et al., 2012).

Foi observado ainda, que proteinas CD59 (e também CD55) sao expressas
na membrana de exossomos, que sao liberados por células apresentadoras de
antigenos (APCs). Os exossomos apresentam moléculas apresentadoras de
antigenos HLA de classe |l e, quando liberadas no meio extracelular, estimulam a
resposta antigeno-especifica mediada por células T CD4+ e CD8+. Na auséncia de
inibidores do complemento em exossomos, ocorre a deposicdo de C3b na sua
superficie e lise celular mediada pelo complemento. Portanto, CD59 parece ter um
papel protetor em exossomos, protegendo-os contra o ataque do complemento, para
qgue eles possam, assim, desempenhar eficientemente a sua funcdo (CLAYTON et
al., 2003).

Entre outras fungdes de CD59, pode-se destacar ainda a inducdo de
apoptose de células T CD+4, ativagdo, adesao e transducao de sinais entre células
T e a ativacao de neutrofilos (KIMBERLEY; SIVASANKAR; PAUL MORGAN, 2007;
LONGHI et al., 2005; MONLEON et al., 2000).
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2.10 GENE E EXPRESSAO DE CD59

O gene CDA59 esta localizado na cadeia reversa do cromossomo 11p14-p13
(FORSBERG et al., 1989), entre as coordenadas 11: 33,698,261-33,736,445
(GRCh38:CM000673.2). Com mais de 27 kb, CD59 possui ao todo 10 exons
(FIGURA 6), que codificam 14 transcritos por processamento alternativo
(ENSEMBLE, 2018; PETRANKA et al., 1992), entre os quais 4 ndo s&o traduzidos e
os outros 10 traduzem um unico polipeptideo (ENSEMBLE, 2018). O principal
transcrito de CD59 (CD59-001) é amplamente expresso nos tecidos, inclusive no
colo do utero, e em células sanguineas, seguido de CD59-002. Os demais
transcritos ndo possuem expressao significativa (KIMBERLEY; SIVASANKAR; PAUL
MORGAN, 2007).

O principal transcrito (CD59-001) compreende a proteina CD59 do SC, que
contém 128 aminoacidos e € codificada por apenas trés exons: 3, 4 e 5, derivados
dos exons 5c/d, 6 e 7 (FIGURA 6). Essa proteina € amplamente expressa em
diversos tecidos. A expressao de CD59 também foi analisada em diversas linhagens
celulares e observou-se que a sua concentracao era elevada em células endoteliais
e de sarcomas, seguido de células da pele, fibroblastos e células cerebrais (UHLEN
et al., 2015).

FIGURA 6. GENE CD59 E O PRODUTO CD59.

REGIAO

PROMOTORA ‘ ‘ 2 l | 1
| L}
EXONS 1 2 3 4 Sad

6 7
Exon 3 Exon 4 Exon 5

FONTE: O Autor (2018).

NOTA: O gene CD59 é formado por 10 exons: exon 1, 2, 3, 4, 5a, 5b, 5c, 5d, 6 e 7 (retangulos nas
cores laranja e vermelho) e por uma regido nao traduzida 3’ (retangulo azul). O transcrito que codifica
a proteina CD59 do SC, é formada por apenas 5 exons (referentes aos exons 1, 3, 5c/d, 6 e 8), sendo

que os dois primeiros nao sao traduzidos.

e
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2,17 VARIACOES GENETICAS NO GENE CD59

De acordo com o Projeto Genoma Humano, ja foram descritas 413.547
variantes genéticas no gene CD59, sendo que 223.678 estdo localizadas em regides
intrdbnicas e 9581 em regides nao traduzidas. Algumas mutagdes sao clinicamente
conhecidas por causarem deficiéncia de CD59 e levarem ao desenvolvimento de
certas doencas. Apesar de serem bem conhecidas, sao variantes raras na
populacao.

Em algumas familias de origem judaica, foi detectado um SNP raro no exon 3,
0 rs397514767. Este é responsavel pela substituicdo de um aminoacido cisteina por

uma tirosina (p.Cys89Tyr) e causa anemia hemolitica e polineuropatia imune.
Deficiéncia de CD59 também foi observada em individuos com uma delecdo em
homozigose de um nucleotideo unico no exon 5, o rsb87777149 (146delA). Essa
delecao resulta em uma mudancga no quadro de leitura e parada prematura na
traducao da proteina, levando ao desenvolvimento de anemia hemolitica com
polineuropatia imune (HOCHSMANN; SCHREZENMEIER, 2015; NEVO et al., 2013).
Polimorfismos em regides nao traduzidas podem desempenhar um papel
importante na regulacao da transcricdo do gene. Por se situarem em areas
reconhecidas por proteinas reguladoras, podem estar associados a acentuacéo ou
inibicdo da transcricdo de CD59. Ja SNPs situados em regides intrénicas, que
flanqueiam exons alternativos, podem regular o processamento pés-transcricional de
CD59.

Em pacientes com pénfigo foliaceo, foram analisados os seguintes SNPs
nessas regides de CD59: rs704697 e rs1047581 na regido reguladora 3’UTR,;
rs861256, rs831625 e rs831629 no intron 3; e rs704701 no intron 5. Apds comparar
as frequéncias alélicas e haplotipicas com a concentracdo de CD59 mRNA,
observou-se que o haplétipo GGCCAA, formado pelos genétipos GG, CC e AA (em
cis ou trans) dos SNPs rs831625, rs704701 e rs704697, respectivamente, estava
associado a maior expressao de mRNA (p=0.037), especialmente em mulheres
(p=0.029). Esse haplétipo também foi associado a susceptibilidade para PF. Da
mesma forma, o alelo G de rs8671256 foi associado com aumento da expressao
génica e maior risco para PF (SALVIANO-SILVA; PETZL-ERLER; BOLDT, 2017).

Porém, os mecanismos envolvidos ainda precisam ser esclarecidos.
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2.12 DOENGAS ASSOCIADAS A EXPRESSAO DA PROTEINA CD59

A hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) é uma doenca causada por uma
mutacado clonal em células-tronco hematopoéticas (CTH) num gene que codifica
uma proteina importante da ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Essa mutagao
resulta na sintese de ancoras de GPI truncadas, o que resulta na regulacao negativa
e na falha de fungéo de proteinas ligadas a membrana por meio delas.

Entre as proteinas ligadas a membrana por GPIl estdo a CD55 e CD59,
reguladoras do SC. Os eritrécitos sao particularmente vulneraveis a agcao do SC
(ZALMAN et al., 1987). A deficiéncia de CD59, com influéncia menor de CDS55,
resultam na lise dos eritrécitos e, consequentemente, em hemoglobinuria, anemia e
trombose, sintomas caracteristicos da doencga. O quadro clinico € bastante variavel e
inclui infecgdes recorrentes. Além disso, a doencga pode surgir em associagado com
outras, como anemia aplasica e sindrome mielodisplasica (ARRUDA et al., 2010). O
tratamento de HPN pode ser realizado com sucesso utilizando o eculizumab, um
anticorpo que se liga ao C5 e previne a sua clivagem e ativagédo, inibindo, dessa
forma, a formacgao do MAC (HILLMEN et al., 2004; KAPLAN, 2002).

Além de hemolise crbnica, outra doenca rara observada em alguns pacientes
com deficiéncia completa de CD59, é a neuropatia desmielinizante grave, que afeta
predominantemente a parte motora ja na infancia, e pode ser recorrente e aguda.
Criangas com esse quadro também podem ser tratadas com eculizumab
(MEVORACH et al., 2016).

Em pacientes com diabetes, a hiperglicemia pode levar a glicosilacdo de
CD59, o que resulta na perda de sua funcdo e, consequentemente, no
desenvolvimento de complicagdes vasculares. Células endoteliais tém expressao
elevada de CD59 na sua membrana. Portanto, a deficiéncia dessa proteina pode
aumentar a lise celular e a liberacdo de fatores de crescimento, de citocinas
proinflamatodrias e protrombéticas (mediados pelo MAC) no tecido endotelial. A soma
desses fatores leva ao comprometimento dos vasos sanguineos e ao
desenvolvimento de doencas vasculares (ACOSTA et al., 2000).

Outros estudos confirmaram o envolvimento de CD59 em diabetes. Em
orgaos afetados pela doencga, detectou-se CD59 glicada e a deposi¢cao de MAC nas
células. Foi observado também que eritrocitos de pacientes diabéticos com alta

concentracao de hemoglobina glicada eram mais sensiveis a lise celular mediada



50

pelo MAC comparado a eritrocitos de individuos saudaveis (QIN et al., 2004). O
aumento da deposicao de MAC também foi observado em rins de pacientes com
nefropatia diabética (FALK et al., 1987). Além disso, em um estudo com ratos, foi
demonstrado que CD59 é um protetor contra aterosclerose (WU et al., 2009) e que
em ratos com diabete induzida, a deficiéncia de CD59 acelera o desenvolvimento de
aterosclerose (LIU et al., 2017).

Ainda, em pacientes com diabetes, a deficiéncia de CD59 ndo ocorre apenas
no tecido endotelial. Krus et al. (2004) observaram em modelos animais de diabetes
que a expressao de CD59 estava reduzida nas ilhotas pancreaticas (ou ilhotas de
Langerhans). Assim como ja mencionado anteriormente, CD59 desempenha um
papel importante na liberagao de insulina pelas células B no pancreas e, portanto, a
sua deficiéncia poderia diminuir a secre¢cao desse horménio e levar ao aumento da
concentragao de glicose no sangue.

Deficiéncia de CD59 também foi observada em doengas autoimunes, como
lupus eritematoso sistémico (ALEGRETTI et al.,, 2012), neuromielite Ootica e
esclerose multipla (UZAWA et al., 2016), artrite reumatoide (KINDERLERER et al.,
2006) e polineuropatias imunes (NEVO et al.,, 2013). Em artrite reumatoide, a
expressao de CD59 estava reduzida no liquido sinovial em comparag¢do com tecido
nao inflamado. Num modelo de artrite em murinos, observou-se que deficiéncia de
CD59 aumentou a gravidade da doenca, o que pbde ser revertido com CD59
recombinante (KONTTINEN et al., 1996; WILLIAMS et al., 2004). Ambos os estudos
indicam que CD59 desempenha um papel importante em jungdes 0sseas.

A ativagcdo exacerbada do SC no sistema nervoso pode resultar em
neurodegeneracao. Na doenca de Alzheimer, por exemplo, fatores do complemento
foram encontrados em placas de amiloide e em amiloide vascular cerebral ja nos
estagios iniciais. A ativacao descontrolada do complemento poderia ocasionar danos
a mielina e aos axénios (HOCHSMANN; SCHREZENMEIER, 2015; NEVO et al.,
2013). A deficiéncia de CDS9 foi observada em pacientes com doenga de
Alzheimmer, o que poderia diminuir a prote¢cdo das células neuronais contra a acao
do SC (YANG et al., 2000). Interessantemente, a regido da membrana onde CD59
esta inserida, os lipids rafts, participa da regulacédo de sinapses neuronais. Portanto,
€ possivel que a deficiéncia de CD59 poderia influenciar na fisiopatologia da doenca,

inclusive por mecanismos independentes do SC.
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Alguns tipos virais envelopados se utilizam de proteinas reguladoras do
complemento, como CD59, para se proteger da agao do SC, incorporando-as a
superficie do seu envelope. Esse mecanismo de protecdo € utilizado pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1), citomegalovirus, virus herpes 1 (HSV-1),
Ebola virus, vaccinia virus, virus Influenza e virus da Hepatite C (HCV) (AMET et al.,
2012). CD59 incorporada a superficie desses virus deriva, provavelmente, da
membrana de células do hospedeiro e é ligada a uma ancora GPIl. Isso foi
observado em um estudo com células infectadas por HIV-1. Também se observou
que deficiéncia de GPI atenuou a produgao de HIV-1 infectante e sensibilizou os

virions ao ataque do complemento (AMET et al., 2016).

2.13 EXPRESSAO DA PROTEINA CD59 EM CELULAS TUMORAIS

A expressao de CD59 ja foi analisada em diversas células tumorais. Foi
observado que a sua expressao estava aumentada em células de cancer pulmonar
(LI et al., 2013), cancer do colo (SHANG et al., 2014), cancer da cabeca e do
pescoco (KESSELRING et al., 2014), carcinoma seroso do utero (BELLONE et al.,
2012), cancer de mama (OUYANG et al.,, 2016), e de outros tumores solidos.
Kesselring et al. (2014) observaram em células de cancer de cabeca e pescoco que
0 proprio microambiente tumoral regula a expressao de inibidores do complemento e
aumenta a resisténcia dos tecidos que envolvem o tumor, a agdo do SC. Em células
de cancer do colo, foi encontrada uma correlagcdo entre os niveis de expressao de
CD55 e CD359 e o grau de diferenciacao celular (SHANG et al., 2014). Portanto,
pode-se dizer que células tumorais aumentam a expressdao de CD59 (e de outros
reguladores do complemento) como mecanismo de defesa contra a agao litica do
complemento, e que niveis aumentados de CD59 em células tumorais conferem um
pior progndstico aos pacientes.

A expressao de CD59 também foi analisada por Uhlen et al. (2005) em 20
diferentes tecidos tumorais, utilizando métodos de coloragdo com anticorpos
consistentes com a expressdao de RNA (HPA026494 e CAB001448). Todos os
tecidos expressaram CD59. Varios casos de melanoma e alguns tipos de céancer
urotelial apresentaram forte imunorreatividade. Ja os casos de cancer de prostata,
carcinoide, glioma, linfoma e céancer de testiculo, foram negativos em geral. Ja os

testes realizados com o anticorpo CAB001448 indicaram positividade citoplasmatica
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moderada com positividade membranosa adicional nos canceres de mama, urotelial,
pancreatico, de pele, pulmonar, do endométrio, melanomas e carcinoides. Os
linfomas e seminomas (um tipo de cancer nos testiculos) foram negativos.

Ainda, a expressao elevada de CD59 foi um marcador desfavoravel para
tempo de sobrevida para pacientes com cancer do pancreas, cancer da cabeca e
pescoco, cancer do estdbmago e também para cancer do colo do utero; porém,
favoravel para cancer renal. Entre as pacientes com cancer do colo do utero e com
expressao elevada de CD59, apenas 42% tiveram sobrevida de 5 anos, enquanto
gue entre as pacientes com baixa expressao de CD59, 71% tiveram sobrevida de 5
anos (UHLEN et al., 2005).

Além de inibir a citotoxicidade celular mediada pelo complemento, CD59 pode
diminuir a citotoxicidade mediada por anticorpos monoclonais utilizados no
tratamento de pacientes oncoldgicos, que apresentam expressdao aumentada do
receptor HER2/neu. Esse receptor participa da modulacdo de varios efeitos
bioldgicos, como proliferagdo, sobrevida, migracao e diferenciagdo celular, e a sua
expressao exacerbada foi associada com pior prognéstico. Portanto, anticorpos
monoclonais direcionados para esse receptor foram desenvolvidos para o
tratamento do céancer (MAMIDI et al.,, 2013). Observou-se que a expressao
aumentada de reguladores do SC (CD59, CD55 e CD46) por células tumorais com
expressao positiva de HER2, confere resisténcia para as células contra a acdo dos
imunoterapicos. A inibicdo de CD59 aumentou a citotoxicidade celular mediada tanto
pelo MAC como pelos imunoterapicos. Dessa forma, CD59 tem sido visto como um
alvo potente para o desenvolvimento de novos tratamentos para cancer (BELLONE
etal., 2012).

Além dos estudos mencionados acima, podemos destacar ainda que o
silenciamento de CD59 em células de cancer de mama inibiu o crescimento celular
tanto in vitro, como in vivo (OUYANG et al., 2016b), e, em células de cancer
pulmonar, aumentou a apoptose mediado pelo MAC e também inibiu o crescimento
celular (LI et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Esse estudo foi realizado com mulheres que tem ou tiveram diagndstico de
NIC 2, NIC 3 ou céncer do colo do utero. Nao incluimos pacientes com NIC 1. Nao
incluimos mulheres da populacdo indigena, dadas as suas particularidades
contempladas na Resolugdo Complementar do Conselho Nacional de Saude/CNS.
Nao foram feitas restricbes quanto a cor/raca, orientacdo sexual, escolaridade,
classes e grupos sociais.

Para investigar se ha associacao entre os SNPs nos genes MASP2 e CD59 e
a doencga, foram utilizadas amostras de DNA de mulheres saudaveis, incluidas em
dois grupos de comparagdo: o grupo de comparagcao | (para analise do gene
MASP2) e o grupo de comparacéao |l (para analise do gene CD59) (FIGURA 7).

Utilizamos critérios como auto declaragdo e avaliacdo de caracteristicas
fisicas para classificar os participantes do estudo em dois grupos: brancos e

pardos/negros.

3.1.1 Mulheres com NIC de alto grau

Os SNPs nos genes MASP2 e CD59 foram analisados em amostras de DNA
genémico de mulheres com NIC 2 e 3. Essas amostras foram provenientes do
Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade da Universidade Federal do
Parana (LIGH-UFPR), mediante colaboragdo com a Professora Maria da Graca
Bicalho.

O projeto de pesquisa para a coleta dessas amostras foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Erasto Gaertner (CEP: 81520-0600), com o nimero de
protocolo 1943. Todas as mulheres assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). As mulheres com NIC de alto grau eram pacientes atendidas
pelo Hospital Erasto Gaertner (Curitiba, PR), e foram convidadas nesse local para
participarem do estudo.

Foram incluidas apenas pacientes com diagndstico confirmado para NIC 2 ou
NIC 3. Nao foram incluidas mulheres que tiveram relacdo sexual em até 24 horas

antes da coleta, que apresentaram algum exame de citologia cervical alterado
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previamente, ou que ja haviam sido submetidas ao procedimento de cauterizagao no

colo do utero.

FIGURA 7. FLUXOGRAMA DOS GRUPOS AMOSTRAIS DO ESTUDO.

[ Analise de SNPs no |

[ Analise de SNPs no|
gene MASP2

gene CD59
| Método: PCR-SSP |

| Método: PCR-SSP

a A ,?,. =,

Padiennesom:

FONTE: O Autor (2018).

3.1.2 Mulheres com cancer do colo do utero

Os SNPs nos genes MASP2 e CD59 também foram analisados em DNA
gendémico de mulheres com/ou que tiveram cancer do colo do utero. A maioria das
pacientes ja havia passado pelo tratamento do cancer e, no momento da coleta,

estava aguardando consulta médica para seguimento da doenca no Hospital Erasto
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Gaertner (Curitiba, PR). Foram incluidas mulheres que tem ou tiveram carcinoma in
situ, carcinoma microinvasor, carcinoma invasor ou adenocarcinoma, com idade
igual ou superior a 18 anos no momento da coleta.

Foi realizada uma entrevista, seguindo um modelo de questionario
(APENDICE 1), e coleta de sangue para posterior extracdo de DNA. O projeto desse
estudo foi analisado pelo Comité de Etica do Hospital Erasto Gaertner (CAAE:
62542616.7.3001.0096), numero do protocolo: 125417/2016. Todas as mulheres
assinaram o TCLE (APENDICE A).

3.1.3 Grupo de comparacgéo |

Para a investigacao de associagao entre os SNPs no gene MASP2 com NIC
de alto grau e cancer do colo do utero, utilizou-se amostras de DNA gendmico,
obtidas a partir de amostras de sangue coletadas de mulheres que, em sua maioria,
foram doadoras de sangue em um banco de sangue de Curitiba (PR) (BOLDT et al.,
2011). As amostras de DNA foram provenientes do Laboratério de Imunopatologia
Molecular (HC/UFPR). As mulheres desse grupo tinham idade igual ou superior a 18
anos no momento da coleta. Nao foram feitas restricbes quanto a cor/raca,
ancestralidade, orientagcao sexual, escolaridade, classes e grupos sociais.

A coleta das amostras de sangue foi realizada apds a aprovacdao de um
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas da UFPR, com o
numero CEP/HC 1409.074/2007-04. Todas as mulheres desse grupo assinaram o
TCLE.

3.1.4 Grupo de comparacao Il

Para a investigacao de uma possivel associacao entre SNPs no gene CD59 e
NIC de alto grau e céncer cervical, utilizou-se amostras de DNA gendémico, extraido
de amostras de sangue coletadas de mulheres saudaveis, que trabalhavam ou
acompanhavam pacientes em hospitais localizados nas cidades Campo Grande
(MS), Uberaba (MG), Ribeirdo Preto (SP) e Curitiba (PR) (SALVIANO-SILVA;
PETZL-ERLER; BOLDT, 2017). As amostras de DNA foram provenientes do
Laboratério de Genética Humana da UFPR. O projeto de estudo para a coleta

dessas amostras foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
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(CONEP), com o numero de protocolo 505.88. Todas as mulheres assinaram o
TCLE.

3.2 METODOS

3.2.1 Coleta de Material

3.2.1.1 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada por meio de entrevistas com as mulheres com
NIC 2, 3 e com céancer do colo do utero, seguindo um modelo de questionario

(APENDICE 2), e por meio de pesquisa em prontuarios eletronicos.

3.2.1.2 Coleta de sangue

Foi realizada coleta de sangue de pacientes com ou que tiveram cancer do
colo do utero no Hospital Erasto Gaertner. Foram coletados de 12 a 15 mL de
sangue periférico: 4-5 mL em tubos contendo EDTA e 8-10 mL em tubos sem
anticoagulante. As amostras foram levadas ao Laboratério de Imunopatologia
Molecular do Hospital de Clinicas - UFPR para separacédo do anel de leucécitos, do
soro e do plasma. O anel de leucdcitos foi utilizado para extragdo de DNA, enquanto
que o soro e plasma foram armazenados num congelador e poderdo ser usados

para analise de proteinas.

3.2.2 Extracao de DNA

As amostras de DNA gendmico foram extraidas de leucécitos contidos nos
anéis leucocitarios, obtidos apds a centrifugagcdo das amostras de sangue. A
extracdo de DNA compreende o processo de lise celular, precipitagdo de proteinas,
lise nuclear e ressuspensao do DNA. As técnicas utilizadas foram: salting-out, para
as amostras das mulheres com NIC 2 e 3; uso do kit de extracdo QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen) e do equipamento QlAcube (Qiagen), seguindo o manual de
uso, para as amostras das mulheres com cancer cervical; uso do kit Wizard Genomic

da Promega (Madison, WI - USA), seguindo as instru¢des de uso, para as amostras
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do grupo de comparacgao |; e extragdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, para
as amostras do grupo de comparacao |l.

ApoOs a extracdo de DNA, as amostras foram hidratadas com agua ou tampao
(do kit QIAmp) e armazenadas em um congelador a temperatura de -20°C, prontas
para uso. A quantificacdo e analise da pureza do DNA foram realizadas utilizando

um espectrofotdmetro.

3.2.3 PCR-SSP

A analise de SNPs nos genes MASP2 e CD59 foi realizada por meio da
técnica PCR-SSP multiplex. A PCR-SSP é uma técnica que visa amplificar
fragmentos curtos do genoma até um nivel suficiente que permita a sua
visualizacdo. O objetivo é a distingdo de alelos individuais, o que na pratica € muito
importante quando se deseja investigar se uma determinada doengca ou
caracteristica, de um individuo ou populagdo, esta associada a uma variante
genética ou nao. Para tal, € necessario conhecer a sequéncia flanqueadora da
regidao onde a variante esta inserida. Iniciadores (ou primers) de 18 a 22
nucleotideos sao projetados para finalizar no nucleotideo variante da fita-molde. A
tipagem SSP baseia-se na premissa de que, se ndo houver complementaridade
perfeita entre o ultimo nucleotideo do iniciador e da fita-molde, ndo ha amplificacao
da sequéncia desejada. A PCR-SSP multiplex permite a analise de mais de um SNP
numa mesma reagao, o que diminui a quantidade de reagentes, materiais, energia e
tempo consumidos para a sua analise.

No gene MASP2, foram haplotipados sete SNPs (QUADRO 3), utilizando 3
reacoes de amplificacdo. Esses SNPs, distribuidos ao longo dos introns 4 e 5, e
exons 9, 10 e 12 (FIGURA 8), foram selecionados devido a associagdo encontrada
entre eles e alteragbes nas concentragbes da proteina MASP-2, em estudos
anteriores (QUADRO 1). Utilizamos a nomenclatura dos alelos para identifica-los

nesse estudo.



QUADRO 3. SNPS DE MASP2 ANALISADOS NO ESTUDO.
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NG007289.1 DbSNP Regiéo NP_006601.2
Alelo no gene Aminoacido
9.7164 A>G rs2273344 Intron 4 n.a.

g.7441 G>A rs9430347 Intron 5 n.a.

g.21081 C>T rs17409276 Intron 9 n.a.

g.21370 G>T rs12711521 Exon 10 p.Y371D
g.21389 T>C rs2273346 Exon 10 p.V377A
g.24599 G>A rs12085877 Exon 12 p.R439H
g.24762 T>C rs1782455 Exon 12 p.S493

FONTE: O autor (2018).

FIGURA 8. LOCALIZAGAO DOS SNPS NO GENE MASP2.

REGIAD - - i _ * 3::“& . ¢ ¢ * ¢ ) 3::"er

PROMOTORA

EXONS 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12

FONTE: O autor (2018), adaptado de BOLDT et al. (2017).
NOTA: As flechas indicam a localizagao dos SNPs no gene MASP2. Os retangulos
representam 0s exons e 0s espagos entre eles, os introns. De acordo com a cor dos exons, &
possivel visualizar os dominios da proteina MASP-2 que codificam (abaixo do gene).

Para a analise do gene CD59, foram selecionados quatro SNPs localizados
no intron 3 (rs861256 A>G, rs831625 C>G) e na regiao nao traduzida 3’ (rs704697
A>G e rs1047581 A>G) (FIGURA 9), descritos anteriormente por Salviano-Silva et
al. (2016). Utilizamos a nomenclatura do SNP (dbSNP) para identifica-los no estudo.

Os SNPs no intron 3 foram selecionados com a premissa de que poderiam
influenciar o processamento transcricional de mRNA, por flanquearem o exon 3
alternativo (presente na principal isoforma de CD59) e o exon codificante 5. Ja os
SNPs localizados na regido reguladora 3’'UTR poderiam diminuir a expressao de
CD59, devido a importancia dessa regiao na regulagdo da expressao génica e na
estabilidade dos transcritos. Esses SNPs apresentam MAF > 5% em populacdes

europeias, africanas e amerindias, de acordo com o Projeto 1000 Genomas.
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FIGURA 9. LOCALIZAGAO DOS SNPS NO mRNA DE CD59.

<«— rs861256 A>G
<— rs831625 C>G
<— rs1047581 A>G
<— rs704697 A>G

~ B
« [l
[

5 6

FONTE: O autor (2018).

NOTA: llustragcdo do mRNA de CD59 com a localizagdo dos SNPs investigados (indicadas pelas
flechas). Esse transcrito, apds processamento, permanece com os exons 1, 3, 5, 6 e 8 do gene
CD59, sendo que o exon 3 (correspondente ao exon 2 do mRNA) é um exon alternativo, presente na
principal isoforma (CD59-001). Os retadngulos representam 0s exons e 0s espacgos entre eles, os
introns. Os retangulos de cor laranja representam os exons que codificam o polipeptidio CD59.

8 3JUTR

Os iniciadores especificos projetados para cada SNP analisado nesse estudo,
podem ser visualizados nos Quadros 4 (MASP2) e 5 (CD59). Como ja mencionado
anteriormente, foram realizadas trés reagbes para analisar os SNPs de MASP2
(QUADRO 6, 7 e 8) e uma reagdo para analisar os SNPs de CD59 (QUADRO 9).
Para o preparo de cada reacdao de PCR, foram adicionados os iniciadores
especificos diretos (f) e reversos (r), um par de iniciadores genéricos que amplificam
o controle endogeno da reagcdo, TagDNA polimerase (catalisadora da extensdo dos
iniciadores), dNTP (os desoxinucleotideos A, T, G e C), tampé&o, cloreto de magnésio
(MgCl2), glicerol e agua.

As concentracbes dos reagentes foram testadas e adaptadas para cada
reacao. Através do controle endogeno é possivel avaliar a qualidade da reacao e do
DNA. Cada PCR foi acompanhada por controles negativos, que sao solucoes de
reacao completas, sem o DNA.

ApoOs o preparo, as reagdes foram colocadas em um termociclador, onde o
DNA passa pelos processos de desnaturagcdo das cadeias, acoplamento dos
iniciadores e amplificacdo (alongamento da cadeia pela Taq polimerase). A PCR é
realizada em aproximadamente 30 a 33 ciclos. Cada ciclo inicia com 94°C por 20
segundos, para desnaturagdo das cadeias de DNA; em seguida, ocorre o
acoplamento dos iniciadores as fitas moldes, por 30 segundos, com temperaturas

especificas para cada reacao; o ciclo é, entdo, finalizado a 72°C por 30 segundos.
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Para aumentar a especificidade das amplificagbes, as temperaturas de acoplamento
foram testadas e ajustadas para cada reacao. Utilizamos um método “touchdown”,
no qual a temperatura de acoplamento diminui ao longo da PCR, o que diminui
amplificacdes de sequencias nao especificas.

As temperaturas de acoplamento das 3 reagcbes de PCR para MASP2 foram:
709, 682 e 66°C (com iniciadores para intron 4 e 5); 602, 562 e 52°C (com iniciadores
para intron 9 e exon 10); e 622, 589 e 542 (com iniciadores para o intron 9 e exons 10
e 12). Para a PCR com iniciadores especificos para CD59, as temperaturas de

acoplamento foram: 622, 602 e 56°C.

QUADRO 4. INICIADORES PARA ANALISE DOS SNPS NO GENE MASP?2.

SNP Iniciador Seqiiéncia 5-3°
rs2273344 Intrd_rs2273344Gf GTTCCCTGCACTGTGGGACG
Intr4_rs2273344Af GTTCCCTGCACTGTGGGACA
rs9430347 Intr5_ rs9430347Ar CTCCCACCCCAGAGACACGT
Intr5_rs9430347Gr CTCCCACCCCAGAGACACGC
rs17409276 Intr9_+16060Cf CAGCACACCTCTTCCTCC
Intr9_+16060Tf CAGCACACCTCTTCCTCT
rs12711521 Ex10_371Yr TCGGCCACTGGGTAGATA
Ex10_371Dr TCGGCCACTGGGTAGATC
rs2273346 Ex10_377Vr GGACCTGTGATGTACTCCA
Ex10_377Ar GACCTGTGATGTACTCCG
rs12085877 Ex12_439Rf TGTGGACTATCAGCCCG
Ex12_439Hf TGTGGACTATCAGCCCA
rs1782455 Ex12_S493Cr ATTCGAATGTCCAGGGCG
Ex12_S493Tr ATTCGAATGTCCAGGGCA

NOTA: f -iniciador direto; r - iniciador reverso.
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QUADRO 5. INICIADORES PARA ANALISE DOS SNPS NO GENE CD59.

SNP Iniciador Seqiiéncia 5°-3°
rs861256 In3_rs861256_Gf CATTACTTTTCCTGGCTATGCG
In3_rs861256_Af CATTACTTTTCCTGGCTATGCA
rs831625 In3_rs831625Gr CAAGGTCGGGCTGTTCC
In3_rs831625Cr CAAGGTCGGGCTGTTCG
rs704701 3'UTR_rs704701Ar AAACTTCAGCCGCCGAT
3'UTR_rs704701Cr AAACTTCAGCCGCCGAG
rs1047581 3UTR_rs1047581Gf AGTGGAGAGGTAGGTGACG
3UTR_rs1047581Af AGTGGAGAGGTAGGTGACA

NOTA: In3 - Intron 3; f - iniciador direto; r - iniciador reverso.

QUADRO 6. PROTOCOLO PARA A REAGAO DE PCR-SSP MULTIPLEX COM INICIADORES PARA

OS SNPS NOS INTRONS 4 E 5 DO GENE MASP2.

Reagentes [Final] Vol. (ul)
Tampéao (x) 1 1,5
Glicerol 0,5% 0,75
MgCI2 (mM) 0 0
dNTP (mM) 0,2 0,12
Iniciador genérico f 0,4 0,6
Iniciador genérico r 0,4 0,6
Iniciador MASP2 In4_Gf/Af (uM) 0,15 0,2
Iniciador MASP2 In5_ Ar/Gr (uM) 0,1 0,2
Taq (U/ul) 0,02 0,06
DNA 1

H20 9,545
Total 15

NOTA: f -iniciador direto; r - iniciador reverso.
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QUADRO 7. PROTOCOLO PARA A REAGAO DE PCR-SSP MULTIPLEX COM INICIADORES PARA
OS SNPS NO INTRON 9 E NOS EXONS 10 E 12 DO GENE MASP2.

Reagentes [Final] Vol. (ul)
Tampao 1 1,5
Glicerol 1,5% 2,25
MgCI2 (mM) 0,25 0,15
dNTP (mM) 0,2 0,12
Iniciadores genéricos f/r (uM) 0,2 0,3
Iniciador MASP2 In9_Cf/Tf (uM) 0,2 0,3
Iniciador MASP2 Ex10_Ar/Vr (uM) 0,2 0,3
Iniciador MASP2 Ex12_Rf/Qf (uM) 0,2 0,3
Iniciador MASP2 Ex12_Pr/Lr (uM) 0,2 0,3
Taq (U/ul) 0,02 0,06
DNA 1
H20 7,22
Total 15

NOTA: f -iniciador direto; r - iniciador reverso.

QUADRO 8. PROTOCOLO PARA A REAGAO DE PCR-SSP MULTIPLEX COM INICIADORES PARA
OS SNPS NO INTRON 3 DO GENE CD59.

Reagentes [Final] Vol. (ml)
Tampao 1 1
dNTP (mM) 0,2 1
Iniciador genérico f 0,1 0,1
Iniciador genérico r 0,1 0,1
Iniciador CD59 In2_Gf 0,7 0,7
Iniciador CD59 In2_Af 0,7 0,7
Iniciador CD59 In2_Gr 0,3 0,3
Iniciador CD59 In2_Cr 0,3 0,3
Taqg (U/ml) 0,04 0,08
DNA 1
H20 4,72
Total 10

NOTA: f -iniciador direto; r - iniciador reverso.
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QUADRO 9. PROTOCOLO PARA A REAGAO DE PCR-SSP MULTIPLEX COM INICIADORES PARA
OS SNPS DE 3’'UTR DO GENE CD59.

Reagentes [Final] Vol. (ml)
Tampao (x) 1 1,00
Sol Q 0,1 0,20
dNTP (mM) 0,2 1,00
Iniciador genérico r 0,1 0,10
Iniciador genérico f 0,1 0,10
Iniciador CD59 3UTR_Gf 0,3 0,30
Iniciador CD59 3'UTR_Af 0,3 0,30
Iniciador CD59 3’UTR_Ar 0,3 0,30
Iniciador CD59 3UTR_Cr 0,3 0,30
Taqg (U/ml) 0,04 0,08
DNA 1,00
H20 5,32
Total 10,00

NOTA: f -iniciador direto; r - iniciador reverso

Por fim, os produtos de PCR foram aplicados em um gel de agarose a 1,2%,
corado com Sybrsafe (Invitrogen) e submetidos a eletroforese. Apés a corrida
eletroforética, os fragmentos amplificados puderam ser visualizados sob luz azul,

fotografados e analisados no computador (FIGURA 10).

FIGURA 10. IMAGEM DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DO GENE MASP2 POR PCR-SSP
MULTIPLEX, COM INICIADORES ESPECIFICOS PARA SNPS NO INTRON 9, EXONS 10 E 12.

FCN2 EX8 - 500 pb FCN2 EXx8 - 500 pb FCN2 Ex8 - 500 pb
MASP2In9 Cf/ Ex10 Dr - 384 pb .= MASP2 In9 Cf / Ex10 Yr - 384 pb MASP2In9 Tf / Ex10 Yr - 384 pb

1

MASP2 Ex12 Hf [ Cr 197 pb | MASP2 Ex12 Rf/ Tr - 197 pb MASP2 Ex12 Rf / Cr - 197 pb

FONTE: O autor (2018).
NOTA: FCN2 Ex8 - controle enddgeno; pb - pares de base; In - intron; Ex - exon.
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3.2.4 Quantificacdo sorologica de MASP-2

Para investigar se os haploétipos de MASP2 influenciam na expressao da
proteina MASP-2 em pacientes com NIC 2 e 3, utilizamos os resultados da
quantificacdo sérica de MASP-2, realizada em 2014 na Universidade de Aarhus
(Dinamarca), por meio da técnica TRIFMA (Time-resolved Immunofluorimetic Assay),
um método in house desenvolvido e patenteado pelo Departamento de Biomedicina
da Universidade, chefiado pelo Prof. Jens C. Jensenius. TRIFMA é um ensaio
imunofluorimétrico do tipo sanduiche, que envolve a leitura da radioatividade de
longa duracéo de ions eurépio, medida pela contagem de fétons. E considerado um
método com alta sensibilidade, reprodutibilidade e de grande alcance.

O Dr. Carlos Maestri (Servico de Ginecologia e Mama do Hospital Erasto
Gaertner) forneceu os resultados da quantificacdo de MASP-2 em amostras de soro
de 85 mulheres com diagndstico NIC 2 e 3, que sdo também participantes do nosso
estudo. Os testes sorologicos foram realizados pela colega Hellen Weinschitz. Para
essa analise incluimos também 134 mulheres do grupo de comparacgao I.

Para realizar a quantificacdo sérica de MASP-2, a proteina foi capturada
através de um anticorpo monoclonal (5F5) especifico para o dominio CCP1 de
MASP-2. Em seguida, um anticorpo monoclonal especifico para regido C-terminal do
dominio serina protease, foi adicionado a reagdo. Num primeiro momento,
anticorpos monoclonais, diluidos em tampao fosfato-salino (PBS), foram adsorvidos
em microplacas de 96 pocos (Thermo Scientific™ Nunc FluoroNunc) durante 24
horas a temperatura ambiente. No dia seguinte, apdés o descarte do liquido, as
placas foram bloqueadas com 200 pl de tampé&o salino Tris (TBS) contendo 1 mg/mL
de albumina sérica humana (HSA), incubadas por 60min e lavadas 3 vezes com
TBS/Tween.

Quatro amostras de soro, com concentragbes ja conhecidas de MASP-2,
foram utilizadas como controle interno da reacdo. As amostras de soro do estudo
foram entado diluidas, bem como os controles internos e os soros para a curva
padrdao, em uma solugao com alto teor salino (20 mM Tris, 1 M NaCl, 0.05% Triton X-
100, 10 mM CaCl2, 0.1% HSA em pH 7.4). A diluicdo das amostras foi de 1:100 para
0 ensaio de MASP-2. A diluicdo de soro para a curva padrao foi feita a partir de 1:10

(1:10, 1:30 até 1:7290) e resultou em uma curva de oito pontos, representando
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diferentes diluicbes. Todas as amostras do estudo, de controle e amostras para a
curva, foram avaliadas em duplicatas para aumentar a confiabilidade dos resultados.

Apos o preparo das placas, essas foram incubadas por 24 horas a 4°C e
lavadas trés vezes com TBS/Tween enriquecido com calcio. Em seguida, foram
incubadas com anticorpo anti-MASP-2, marcado com biotina e diluido em
TBS/Tween/Ca++ por duas horas. Em seguida, as placas foram lavadas novamente
trés vezes e, entdo, as amostras foram colocadas em contato com streptavidina
marcada com eurdpio (PerkinElmer 1244-360, 0,25mg/2,5mL), diluido em

TBS/Tween/EDTA, por 60 min. Por fim, as placas foram lavadas e as reac¢oes
finalizadas com tampao de aprimoramento “Enhancement” (Perkin Elmer), por 5
minutos em agitacao.

A leitura e contagem final dos ions foi realizada por meio de fluorimetria em
tempo resolvido (DELFIA-reader — Perkin Elmer). O calculo das concentracoes

plasmaticas de MASP-2 foi realizado através de um fator multiplicador.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma analise descritiva dos dados socio-demograficos das
pacientes com NIC de alto grau e com cancer do colo do utero. As frequéncias
alélicas, genotipicas e haplotipicas de MASP2 e CD59 foram obtidas por contagem
direta. As hipdteses de equilibrio de Hardy-Weinberg e de diferenciacédo
populacional foram avaliadas utilizando-se o teste de Guo e Thompson (2002) e o de
Raymond e Rousset (ROUSSET; RAYMOND, 1995) e Goudet et al. (1996),
respectivamente, no pacote de programas ARLEQUIN v.3.5.

As analises de associacao foram realizadas, primeiramente, por meio do teste
de Fisher bicaudal, por meio do programa Sisa Tables. Quando apropriado, foi
calculado o odds ratio, com intervalo de confianca de 95%. Valores de p< 0,05 foram
considerados significativos. Em seguida, realizamos o teste de regressao logistica
binaria para verificar se haveria associagdo entre as frequéncias alélicas e
haplotipicas de MASP2 e CD59 e o diagnostico das pacientes (NIC de alto grau e
cancer cervical), corrigindo os valores para variaveis independentes. Para tal,
verificamos se as variaveis independentes, como idade e ancestralidade, poderiam

influenciar nas analises de comparacao. Corrigimos os valores para as variaveis
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associadas ao diagnodstico com valor de P < 0.25. Para essa analise de comparacao,
também testamos os efeitos dominante, recessivo e aditivo de SNPs e haplétipos.

A possibilidade de associagao entre os haplétipos de MASPZ2 e os fendtipos
(concentracdes séricas de MASP-2) entre as mulheres com NIC 2 e 3, foi testada
através dos testes ndo parameétricos de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, utilizando
os programas STATA 9.0 (StataCorp, Texas, EUA) e Graphpad Prism 6 (Graphpad
software, Prism 6 for MAC OS X).



67

4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO DOS GRUPOS DE MULHERES COM NIC DE ALTO GRAU
E COM CANCER DO COLO DO UTERO

Nesse estudo, foram incluidas 193 mulheres com diagndstico NIC de alto
grau e 114 mulheres com céancer cervical. As principais caracteristicas levantadas
dos grupos de pacientes com cancer cervical e com NIC de alto grau podem ser
visualizadas na Tabela 1.

A idade das pacientes com NIC de alto grau variou entre 14 a 61 anos (idade
média = 31,5) e das pacientes com céancer de 22 a 90 anos (idade média = 47). A
idade considerada foi, prevalentemente, aquela apresentada no periodo em que foi
realizado o diagnéstico. As mulheres foram agrupadas de acordo com a faixa etaria:
idade entre 14 e 20 anos, entre 21 e 40 anos, entre 41 e 60 anos e acima de 60
anos (GRAFICO 1). Observamos que entre as mulheres com NIC de alto grau,
85,4% tinham idade entre 21 e 40 anos, enquanto que entre as mulheres com
cancer cervical, 43,3% se encontraram nessa faixa etaria e 52,9% tinham idade
acima de 40 anos.

Em relacdo a cor de pele, entre as pacientes com NIC de alto grau, 76
(39,2%) eram brancas, 109 (56,2%) pardas e 8 (4,1%) negras. Entre as pacientes
com cancer cervical, 58 (50,9%) eram brancas, 52 (45,6%) pardas e 4 (3,5%) negras
(GRAFICO 2). Quanto & ancestralidade, as mulheres foram classificadas em dois
grupos, de acordo com a ancestralidade predominante: euro-brasileiras e afro-
brasileiras. A maior parte das pacientes era euro-brasileira (T~ 95%) (TABELA 1).

Foi realizada uma entrevista com as pacientes, incluindo perguntas
relacionadas a habitos que podem conferir maior risco para o desenvolvimento de
cancer cervical. Os principais dados e informacdes levantadas estao resumidos na
Tabela 1. Dados sobre o nivel de escolaridade, habito de fumar, idade na primeira
relacdo sexual, historico familiar de cancer, se realiza o exame Papanicolaou
anualmente e multiparidade, podem ser visualizados nos Graficos 3 a 7 e na Tabela
3.
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TABELA 1. CARACTERIZAGAO DOS GRUPOS DE PACIENTES COM CANCER DO COLO DO
UTERO E COM NIC DE ALTO GRAU.

GRUPOS

cC NIC2e3 Valor de p OR (IC 95%)

n=114 n=193
Idade (idade média) 22a 90 (47) 14 a 61 (31,5) <0,0001 n.a.
Ancestralidade
Euro-brasileiros (%) 110 (96.49) 185 (95.85) 0,98 n.s.
Afro-brasileiros (%) 4 (3.51) 8 (4.15)
Anos de estudo
<9 (%) 90 (78.95) 125 (64.77) 0,0011 2.03 (1.2-3.5)
>9 (%) 24 (21.05) 68 (35.23)
Habito de fumar
Sim (%) 25 (21.93) 66 (34.20) 0,37 n.s.
Ex-fumante (%) 29 (25.44) 37 (19.17)
Nunca (%) 60 (52.63) 90 (46.63)
Inicio da atividade sexual
(idade)
<16 (%) 42 (36.84) 100 (51.82)
16 - 20 (%) 58 (50.88) 85 (44.04)
>20 (%) 14 (12.28) 8 (4.14)
Histoérico familiar de cancer
Sim (%) 68 (77.2) - n.a n.a.
N&o (%) 20 (22.8) - n.a. n.a.
Realiza o teste Papanicolaou
anualmente
Sim (%) 47 (41.2) - n.a. n.a.
Nao (%) 67 (58.8) - n.a. n.a.

FONTE: O autor (2018).
NOTA: CC: Cancer do colo do utero; NIC: neoplasia intraepitelial cervical; n.s.: ndo significativo; n.a.:
ndo aplicavel; - : sem dados.
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GRAFICO 1. DISTRIBUIGAO DAS PACIENTES COM CANCER’DO COLO DO UTERO E COM NIC
DE ALTO GRAU POR FAIXA ETARIA.
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FONTE: O autor (2018)

GRAFICO 2. DISTRIBUIGAO DAS PACIENTES COM CANCER DO COLO DO UTERO E COM NIC
DE ALTO GRAU POR COR DE PELE.
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FONTE: O autor (2018)
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GRAFICO 3. NIVEL DE ESCOLARIDADE DAS PACIENTES COM CANCER DO COLO DO UTERO
E COM NIC DE ALTO GRAU.
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FONTE: O autor (2018)

GRAFICO 4. HABITO DE FUMAR ENTRE AS PACIENTES COM CANCER DO COLO DO UTERO E
COM NIC DE ALTO GRAU.
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FONTE: O autor (2018)
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GRAFICO 5. IDADE NA PRIMEIRA RELAGAO SEXUAL DAS PACIENTES COM CANCER DO COLO
DO UTERO E COM NIC DE ALTO GRAU.
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FONTE: O autor (2018)

GRAFICO 6. HISTORICO FAMILIAR DE CANCER ENTRE AS PACIENTES COM CANCER
CERVICAL.
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FONTE: O autor (2018)
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GRAFICO 7. REALIZACAAO ANUAL DO EXAME PREVENTIVO PAPANICOLAOU PELAS
MULHERES COM CANCER CERVICAL ANTES DO DIAGNOSTICO DA DOENCA.

FONTE: O autor (2018)
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TABELA 2. NUMERO DE GESTAGOES DAS PACIENTES COM CANCER CERVICAL E COM NIC

DE ALTO GRAU.

N° de gestagbes NIC de alto grau Céncer cervical
0 23 (11,2%) 3(2,5%)

1 54 (26,2%) 20 (17%)

2 62 (30,1%) 26 (22%)

3 40 (19,42%) 23 (19,5%)

4 21 (10,2%) 18 (15,3%)

>4 6 (2,9%) 28 (23,7%)

FONTE: O autor (2018)
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4.3 RESULTADOS DA ANALISE DOS SNPS NO GENE MASP2
4.3. 7 Determinacao das frequéncias alélicas e haplotipicas de MASP2

As frequéncias alélicas dos SNPs rs2273344 e rs9430347, localizados nos
introns 4 e 5 de MASP2, foram determinados em 85 pacientes com cancer do colo
do utero, 123 pacientes com NIC de alto grau e 190 mulheres do grupo de
comparagao. As frequéncias dos SNPs rs2273346, rs12085877 e rs178245,
localizados no intron 9 e nos exons 10 e 12 de MASPZ2, foram determinados em 113
pacientes com céancer cervical, 133 pacientes com NIC de alto grau e em 190
mulheres do grupo de comparagao. As frequéncias dos SNPs no gene MASP2

podem ser visualizadas na Tabela 3.

TABELA 3. FREQUENCIAS DOS SNPS NO GENE MASP?2.

SNP Regiao NIC de alto  Céancer Grupo de comparacao
grau cervical

rs2273344*G | Intron 4 0,14 0,20 0,19

rs9430347*A Intron 5 0,14 0,20 0,19

rs17409276*T | Intron 9 0,13 0,15 0,15

rs12711521*T | Exon 10 0,23 0,27 0,26

rs2273346*C | Exon 10 0,03 0,04 0,04

rs12085877*A | Exon 12 <0,01 0,00 <0,01

rs1782455*C | Exon 12 0,19 0,22 0,20

FONTE: O autor (2018)

As frequéncias haplotipicas foram avaliadas em duas analises. Na primeira,
foram incluidos os sete SNPs investigados no gene MASP2 e determinadas as
frequéncias de dez haplétipos. Na segunda analise, foram incluidos apenas os SNPs

localizados no intron 9 e nos exons 10 e 12 e foram determinadas as frequéncias de
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sete haplétipos. Para a segunda analise, foi possivel incluir um numero maior de
pacientes.

As frequéncias haplotipicas das duas analises podem ser visualizadas nas
Tabelas 4 e 5. Os haplétipos mais comuns foram AGCYVRT (primeira analise) e
CYVRT (segunda analise) nos trés grupos do estudo, seguido de GATDVRC
(primeira analise) e TDVRC (segunda analise), também nos trés grupos.

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar as frequéncias alélicas e
haplotipicas de MASP2 entre os grupos. Nao houve diferenga significativa entre
eles.

TABELA 4. FREQUENCIAS DOS HAPLOTIPOS DE MASP2, INCLUINDO TODOS OS SNPS
AVALIADOS.

Haplétipo NIC de alto grau Céancer Grupo de comparacao
AGCYVRT 0,74 0,71 0,70

GACYVRT 0,02 0,01 0,04

GATDVRC 0,10 0,13 0,14

AGCDART 0,03 0,03 0,04

AGCDVRC 0,05 0,03 0,04

GACDVRC <0,01 0,04 0,01

AGTDVRC 0,01 0,01 <0,01

FONTE: O autor (2018)

TABELA 5. FREQUENCIAS DOS HAPLOTIPOS DE MASP2, INCLUINDO OS SNPS NO INTRON 9 E
NOS EXONS 9 E 12.

Haplétipo NIC de alto grau Céancer Grupo de comparagao
CYVRT 0,76 0,72 0,73
TDVRC 0,13 0,15 0,14
CDART 0,03 0,04 0,04
CDVRC 0,05 0,06 0,05
CDVRT 0,01 0,01 0,01

FONTE: O autor (2018)
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4.3.2 Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias dos SNPs de MASP2 foram avaliadas se estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg nos trés grupos do estudo: pacientes com céancer
cervical (TABELA 6), NIC de alto grau (TABELA 7) e grupo de comparacgao (TABELA
8). Todas as frequéncias haplotipicas estavam em equilibrio, apenas o haplétipo

menos comum estava em desequilibrio entre as mulheres do grupo de comparacao.

TABELA 6. RESULTADOS DO TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG DAS
FREQUENCIAS DOS SNPS NO GENE MASP2 ENTRE AS PACIENTES COM CANCER CERVICAL.

SNP Het. Obs. Het. Esp. Valor de P d.p.
rs2273344 0,27 0,33 0,10 0,00
rs9430347 0,26 0,32 0,09 0,00
rs17409276 0,27 0,26 1,00 0,00
rs12711521 0,35 0,39 0,24 0,00
rs2273346 0,08 0,07 1,00 0,00
rs12085877 - - - -

rs1782455 0,28 0,34 0,06 0,00

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Het. Obs.- Taxa de Heterozigose Observada; Het. Esp. - Taxa de Heterozigose Esperada; d.p.
- desvio padrao.

TABELA 7. RESULTADOS DO TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG DAS
FREQUENCIAS DOS SNPS NO GENE MASP2 ENTRE AS PACIENTES COM NIC DE ALTO GRAU.

SNP Het. Obs. Het. Esp. Valor de P d.p.
rs2273344 0,20 0,24 0,07 0,00
rs9430347 0,20 0,24 0,07 0,00
rs17409276 0,24 0,23 1,00 0,00
rs12711521 0,37 0,36 1,00 0,00
rs2273346 0,06 0,06 1,00 0,00
rs12085877 <0,01 <0,01 1,00 0,00
rs1782455 0,29 0,31 0,57 0,00

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Het. Obs. - Taxa de Heterozigose Observada; Het. Esp. - Taxa de Heterozigose Esperada;
d.p. - desvio padrao
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TABELA 8. RESULTADOS DO TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG DAS
FREQUENCIAS DOS SNPS NO GENE MASP2 ENTRE AS MULHERES DO GRUPO DE
COMPARAGAO.

SNP Het. Obs. Het. Esp. Valor de P d.p.
rs2273344 0,28 0,31 0,24 0,00
rs9430347 0,28 0,31 0,24 0,00
rs17409276 0,24 0,25 0,56 <0,01
rs12711521 0.34 0,39 0,09 <0,01
rs2273346 0,09 0,09 1,00 0,00
rs12085877 <0,01 0,01 <0,01 0,00
rs1782455 0,31 0,33 0,38 <0,01

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Het. Obs. - Taxa de Heterozigose Observada; Het. Esp. - Taxa de Heterozigose Esperada;
d.p. - desvio padrao

4.3.4 Teste de diferenciagéo populacional

O teste exato de diferenciacao populacional foi realizado para verificar se a
distribuicdo das frequéncias dos SNPs de MASPZ2 difere entre as pacientes com NIC
de alto grau, cancer cervical, e as mulheres do grupo de comparacao. Nao houve

diferenca entre os trés grupos.

4.3.5 Teste de regresséo logistica binaria

O teste de regressao logistica binaria foi realizado para verificar se haveria
associacgao entre as frequéncias alélicas e haplotipicas de MASP2 e o diagnostico
das pacientes (NIC de alto grau e cancer cervical), corrigindo os valores para as
variaveis independentes idade e ancestralidade, que foram associadas com o
diagnodstico das pacientes na analise univariavel (valor de P < 0.25). Testamos os
efeitos dominante, recessivo e aditivo de cada SNP nessa analise. Os resultados, no
entanto, indicaram que mesmo apos corre¢ao, ndo houve associagado entre os SNPs
investigados e os haplétipos mais comuns (AGCYVRT, CYVRT e TDVRC) de
MASP2 e a doenca.
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4.3.6 Comparacao entre haplétipos de MASPZ2 e concentracdes de MASP-2

As concentracOes séricas da proteina MASP-2 foram quantificadas em 84
mulheres com NIC de alto grau e em 134 mulheres do grupo de comparacao, pela
técnica TRIFMA, na Universidade de Aarhus (DK). Investigamos se haveria
associacao entre as concentracoes de MASP-2 e NIC de alto grau. Porém,
observamos que nao houve associacao.

Ainda mais, verificamos que entre as mulheres com NIC de alto grau, os

haplétipos de MASP2 nao estavam associados com as concentragdes de MASP-2.

4.4 RESULTADOS DA ANALISE DOS SNPS NO GENE CD59

4.4. 1 Frequéncias alélicas e haplotipicas de CD59

Nesse estudo, foram haplotipados quatro SNPs de CD&59, localizados no
intron 3 (rs861256 A>G e rs831625 C>G) e na regidao nao traduzida 3’ (rs1047581
A>G e rs704697 A>G) em 95 pacientes com cancer do colo do utero, 135 pacientes
com NIC de alto grau e 138 mulheres de um grupo de comparacgao. As frequéncias
alélicas podem ser visualizadas na Tabela 9 e as frequéncias haplotipicas, na
Tabela 10.

TABELA 9. FREQUENCIAS DOS SNPS NO GENE CD59.

SNP NIC de alto grau Céancer Grupo de comparagao
rs861256*G 0,43 0,56 0,36
rs831625*G 0,41 0,56 0,34
rs1047581*G 0,30 0,19 0,31
rs704697*G 0,47 0,39 0,60

FONTE: O autor (2018)
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TABELA 10. FREQUENCIAS DOS HAPLOTIPOS DE CD59, FORMADOS PELOS SNPS rs861256
A>G, rs831625 C>G, rs1047581 A>G e rs704697 A>G.

Haplétipo NIC de alto grau Céancer Grupo de comparagao
ACAA 0,06 0,03 0,03
GCAA <0,01 0,01 0,14
ACAG 0,21 0,19 0,26
ACGG 0,28 0,19 0,05
GGAA 0,40 0,55 0,31
GGAG 0,01 <0,01 <0,01
AGAA <0,01 0,01 <0,01
GCGG <0,01 - <0,01
- <0,01 - <0,01
GCAA - - 0,03
ACGG - - 0,30
AGAG - - 0,01
GCAG - - 0,01

FONTE: O autor (2018)

Por meio do teste de Fisher e Odds Ratio, comparamos as frequéncias
alélicas entre os grupos de mulheres com a doenga (NIC de alto grau e cancer do
colo do utero) e o grupo de comparacao (TABELA 11). Entre o grupo de mulheres
com cancer do colo do utero e o de comparacao, a diferenca foi significativa para os
quatro SNPs, sendo que rs8671256*G e rs831625*"G foram associados com
susceptibilidade para a doenca e rs1047581*G e rs704697*G com protegao contra a
doenca. A diferenca entre os grupos de mulheres com NIC de alto grau e o de
comparacao foi significativa para trés SNPs, sendo que rs861256*G e rs831625*G
conferiram susceptibilidade para a doenga e rs704697*G protecéao.

O haplétipo mais comum foi o GGAA, formado pelos alelos rs861256*G,
rs831625*G, rs1047581*A e rs704697*A. Comparamos os grupos de mulheres com
a doenca (NIC de alto grau e com cancer do colo do utero) e o grupo de comparagao
em relacdo a GGAA, e analisamos se haveria diferenca entre os grupos, testando o
efeito dominante (homozigotos GGAA + heterozigotos versus homozigotos nao-
GGAA), o efeito aditivo (homozigotos versus heterozigotos versus homozigotos nao-
GGAA) e o efeito recessivo do haplétipo (homozigotos GGAA versus heterozigotos +

homozigotos ndo-GGAA).
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TABELA 11. ASSOCIAGAO ENTRE OS SNPS DE CD59 E AS DOENGCAS NIC DE ALTO GRAU E
CANCER DO COLO DO UTERO.

NIC 2 e 3 vs. Grupo de comparagdao | Cancer vs. Grupo de comparagao
SNP OR (IC) Valor de P OR (IC) Valor de P
rs861256*G 1,38 (0,98-1,95) 0,027 2,07 (1,43-3,00) <0,001
rs831625*G 1,50 (1,06-2,12) 0,005 2,56 (1,75-3,73) <0,001
rs1047581*G 0,87 (0,61-1,26) 0,360 0,54 (0,35-0,84) 0,006
rs704697*G 0,64 (0,45-0,90) 0,003 0,42 (0,28-0,60) <0,001

FONTE: O autor (2018)
NOTA: A analise de associagao foi realizada por meio do teste de Fisher.

A diferenca foi significativa entre o grupo de mulheres com cancer cervical e
de comparacéao para os trés efeitos de GGAA. Entre o grupo com NIC de alto grau e
de comparacédo, a diferenca foi significativa para o efeito dominante e aditivo de
GGAA. Observamos que mulheres homozigotas GGAA sao aproximadamente duas
a trés vezes mais predispostas ao cancer do colo do utero que portadoras de outros
haplotipos (TABELA 12).

TABELA 12. ASSOCIACAO ENTRE O HAPLOTIPO GGAA DE CD59 E AS DOENCAS NIC DE ALTO
GRAU E CANCER DO COLO DO UTERO.

Haplétipo NIC vs. Comparagao Céancer vs. comparagao

OR (IC) P OR (IC) P
GGAA dom 1,79 (1,10-2,93) 0,019 2,67 (1,50-4,83) 0,001
GGAA rec 1,69 (0,76-3,72) 0,190 5,20 (2,45-11,04) <0,001
GGAA adit 1,58 (1,00-2,31) 0,016 2,58 (1,72-3,88) <0,001

FONTE: O autor (2018)
NOTA: A analise de associacgao foi realizada por meio do teste de Fisher.

4.4.4 Teste de regressao logistica binaria

Verificamos na analise univariada, que as variaveis idade e ancestralidade
poderiam influenciar na analise de associacdo entre os SNPs e o haplétipo GGAA

de CD59 com a doenca (NIC de alto grau ou cancer cervical). Apos corre¢cao dos
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valores para essas variaveis, a diferenca em relacdo aos SNPs e o haplotipo GGAA

entre o grupo de mulheres com NIC de alto grau e o grupo de comparacgao deixou de

ser significativa. Cancer do colo do utero, por outro lado, continuou fortemente

associado com os quatro SNPs e o haplétipo GGAA (TABELA 13). Assim como na

analise anterior (TABELA 12), observamos que mulheres homozigotas GGAA séo

aproximadamente duas a trés vezes mais suscetiveis ao cancer do colo do utero

que portadoras de outros haplétipos (TABELA 13).

TABELA 13. ASSOCIAGAO ENTRE OS SNPS E O HAPLOTIPO GGAA DE CD59 E CANCER DO

COLO DO UTERO.

SNP/Haplétipo de CD59 Odds Ratio IC (95%) Valor de P
rs861256 dominante 1,97 1,06 - 3,65 0,0300
rs861256 recessivo 4,35 2,14 - 8,84 <0,001
rs861256 aditivo 2,19 1,45 - 3,30 <0,001
rs831625 dominante 2,82 1,54 -5,16 0,001
rs831625 recessivo 4,48 2,25-8,93 <0,001
rs831625 aditivo 2,48 1,67 - 3,69 <0,001
rs1047581 dominante 0,51 0,29 - 0,88 0,017
rs1047581 recessivo 0,21 0,04 - 0,96 0,045
rs1047581 aditivo 0,51 0,32-0,82 0,006
rs704697 dominante 0,23 0,12-0,44 <0,001
rs704697 recessivo 0,45 0,24 - 0,85 0,014
rs704697 aditivo 0,43 0,28-0,64 <0,001
GGAA dominante 3,00 1,55 - 5,81 0,001
GGAA recessive 7,32 2,78 - 19,29 <0,001
GGAA aditivo 2,89 1,80-4,64 <0,001

FONTE: O autor (2018)

NOTA: A analise de associagéao foi realizada por meio do teste de regressao logistica binaria,

corrigindo os valores para idade e ancestralidade.

4.4.2 Teste para equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias haplotipicas dos trés grupos do estudo foram testadas para o

equilibrio de Hardy-Weinberg. A distribuicdo dos haplétipos estava em equilibrio em

todos os grupos (TABELAS 14, 15 e 16).
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TABELA 14. TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG DAS FREQUENCIAS DOS SNPS NO
GENE CD59 NO GRUPO DE PACIENTES COM CANCER CERVICAL.

SNP Het. Obs. Het. Esp. Valor de P d.p.

rs861256 0,47 0,49 0,68 <0,01
rs831625 0,44 0,49 0,40 <0,01
rs1047581 0,34 0,31 0,50 <0,01
rs704697 0,42 0,48 0,28 <0,01

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Het. Obs. - Taxa de Heterozigose Observada; Het. Esp. - Taxa de Heterozigose Esperada;
d.p. - desvio padrao.

TABELA 15. TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG DAS FREQUENCIAS DOS SNPS NO
GENE CD59 NO GRUPO DE PACIENTES COM NIC DE ALTO GRAU.

SNP Het. Obs. Het. Esp. Valor de P d.p.

rs861256 0,55 0,49 0,22 <0,01
rs831625 0,51 0,49 0,60 <0,01
rs1047581 0,40 0,42 0,54 <0,01
rs704697 0,58 0,50 0,06 <0,01

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Het. Obs. - Taxa de Heterozigose Observada; Het. Esp. - Taxa de Heterozigose Esperada;
d.p. - desvio padrao

TABELA 16. TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG DAS FREQUENCIAS DOS SNPS NO
GENE CD59 NO GRUPO DE COMPARACAO.

SNP Het. Obs. Het. Esp. Valor de P d.p.

rs861256 0,52 0,46 0,20 <0,01
rs831625 0,43 0,45 0,70 <0,01
rs1047581 0,43 0,43 1,00 <0,01
rs704697 0,50 0,48 0,60 <0,01

FONTE: O autor (2018)
NOTA: Het. Obs. - Taxa de Heterozigose Observada; Het. Esp. - Taxa de Heterozigose Esperada;
d.p. - desvio padrao
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4.4.3 Teste de diferenciacao populacional

O teste exato de diferenciacdo populacional foi aplicado para verificar se
haveriam diferengas na distribuicdo das frequéncias haplotipicas de CD59 entre as
pacientes com cancer cervical, com NIC de alto grau e as mulheres do grupo de
comparacgao. A diferenca entre os grupos foi significativa, sendo que foi maior entre

0 grupo de comparacgao e o grupo de pacientes com cancer cervical (TABELA 17).

TABELA 17. RESULTADOS DO TESTE DE DIFERENCIACAO POPULACIONAL COM AS
FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DO GENE CD59.

Pacientes com cancer Pacientes com NIC de alto grau

Pacientes com NIC de alto grau 0,022

Grupo de comparagao <0,001 0,034

FONTE: O autor (2018)



83

5 DISCUSSAO

O cancer do colo do utero € um tipo de cancer causado, principalmente, pela
infeccao persistente do virus HPV no colo do utero. A evolugado da infeccéo até a
manifestagdo do cancer pode levar de 10 a 20 anos em mulheres com uma resposta
imunolégica normal (WHO, 2016). Durante esse periodo, surgem lesbdes pré-
cancerosas, cujas células ainda nao apresentam caracteristicas de células malignas
e que podem ser eliminadas sem tratamento. Ainda n&o se sabe ao certo porque em
apenas uma parte das mulheres as lesdes precursoras evoluem para cancer.
Acredita-se que a resposta imune tem um papel determinante nesse processo (VAN
DE WALL; NIJMAN; DAEMEN, 2014). Devido a esse fato, percebemos a importancia
de investigar genes do sistema imunolégico, que poderiam esclarecer os
mecanismos envolvidos e levar a identificacdo de novos marcadores de

susceptibilidade para esse tipo de céncer.

5.1 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS GRUPOS AMOSTRAIS DO ESTUDO

Entre as mulheres infectadas por HPV, apenas ~10% evoluem para cancer
cervical. Na tentativa de descobrir fatores imunolégicos, que poderiam esclarecer
esse fato, optamos por incluir mulheres com NIC 2, NIC 3 e com céancer cervical.
Pelo fato de tanto NIC 2 como NIC 3 serem considerados de alto grau, decidimos
incluir as mulheres com esse diagnostico em um mesmo grupo (WHO, 2016).

Incluimos dois grupos de comparacdo. Nomeamos esses grupos como
grupos de comparacao, porque nao foi possivel verificar se as participantes, em
algum momento da vida, apresentaram cancer cervical ou citologia cervical alterada,
0 que seria importante para considera-los como grupos de controle. Contudo, as
mulheres dos dois grupos foram consideradas saudaveis, porque eram doadoras de
sangue, acompanhantes de pacientes ou estavam trabalhando em um hospital, no
momento da coleta.

Uma das caracteristicas levantadas no estudo foi a idade das pacientes. De
acordo com os dados coletados, 85,4% das mulheres com NIC de alto grau (NIC 2 e
3) tinham entre 21 a 40 anos, enquanto que entre as mulheres com cancer cervical,

apenas 43,6% se encontravam nessa faixa etaria e 52,9% tinham idade acima de 40
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anos. Considerando a evolu¢ado normal da doencga, de 10 a 20 anos, essa diferenca
entre os dois grupos era esperada.

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), 85% dos 6bitos por
cancer cervical ocorrem em paises em desenvolvimento (WHO, 2016). Isso poderia
ser consequéncia, principalmente, da falta de programas de rastreamento efetivos
nesses paises (WHO, 2016). Porém, é possivel que esse fato também esteja
relacionado com a caréncia de informac¢des na populacdo. Sabemos que o Brasil é
um pais em desenvolvimento, porém, com um programa de rastreamento bem
estabelecido pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Apesar disso, percebemos que
menos da metade das mulheres realizam o exame preventivo Papanicolaou
anualmente. E possivel que ainda exista pouco acesso a informacdes, ou, até
mesmo, dificuldade de acesso a instituicdes de saude que oferecem esse servico.

A baixa escolaridade é um fator de risco que pode dificultar o acesso a
informagdes. De acordo com uma revisdo sistematica, realizada por Martins et al.
(2011), a nao realizagdo do exame Papanicolaou e, por conseguinte, o n&o
tratamento de lesdes pré-cancerosas, esta associado com a baixa escolaridade e a
baixa ou alta idade das pacientes, bem como, com o baixo nivel socioecondmico.
Nesse estudo, verificamos que, entre as mulheres com cancer cervical, mais de 50%
nao completaram o Ensino Fundamental e apenas ~20% completaram o Ensino
Médio. Acreditamos que ainda existe um déficit de acesso a informacdes e
orientacdes adequadas e que, uma vez corrigido, poderia aumentar o acesso de
mulheres ao programa de rastreamento no pais. Sabe-se que o tratamento precoce
pode curar até 80% dos casos de céancer cervical (WHO, 2016).

A transmissao do virus HPV ocorre através do contato sexual. Portanto, o
comportamento sexual das mulheres pode influenciar no desenvolvimento de cancer
do colo uterino. De acordo com a OMS e do Instituto Nacional de Céancer (INCA), o
inicio precoce da atividade sexual € um importante fator de risco (INCA, 2018; WHO,
2016). Nesse estudo, ndo foi possivel comparar a idade da primeira relagdo sexual
entre as mulheres com a doenga e o grupo de comparagdo. Porém, foi possivel
observar que 50,5% das mulheres com NIC de alto grau e 36,8% das mulheres com
cancer cervical tiveram o primeiro contato sexual ainda antes de completarem 16
anos. Até completarem 20 anos, 95,1% das mulheres com NIC e 87,8% das

mulheres com cancer cervical ja haviam iniciado a atividade sexual.
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A multiparidade também é considerada um fator de risco (DOS ANJOS et al.,
2009). Observamos que entre as pacientes com NIC de alto grau, apenas 13,1%
tiveram 4 ou mais gestacdes, enquanto que entre as pacientes com cancer, 0
numero de mulheres com esse numero de gestacoes foi de 39%. Isso pode estar
relacionado com a prépria idade das pacientes com cancer cervical. , porém
corrobora os resultados de estudos anteriores e € um indicador de risco importante,

que deve ser considerado no acompanhamento de mulheres multiparas.

5.1 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS SNPS DE MASP2 E CANCER DO
COLO DO UTERO

De acordo com estudos anteriores, MASP-2 apresenta um papel duplo no
desenvolvimento de cancer. Por um lado, concentracdes elevadas da proteina foram
associadas a um pior prognostico em pacientes com cancer colorretal (YTTING et
al., 2005) e com carcinoma de células escamosas do eso6fago (VERMA et al., 2006).
Em mulheres com cancer do ovario, a expressao de mRNA MASP2 estava
aumentada. Além disso, observou-se em criangas com tumores no sistema nervoso
central, com linfoma n&o-Hodgkin e com leucemia linfoblastica aguda, e em
pacientes com carcinoma papilar da tiredide, que as concentracées de MASP-2
também estavam elevadas (FISCH et al., 2011; SHI et al., 2013). Por outro lado, a
expressao de MASP-2 foi descrita como um marcador favoravel para cancer do
figado, sendo que, concentragcdées baixas da proteina conferiram menor sobrevida
para os pacientes (UHLEN et al., 2015).

Sabe-se que a proteina MASP-2 desempenha um papel importante na
ativacdo da via das lectinas do SC. A ativacdo exacerbada do SC pode favorecer o
crescimento tumoral. Por outro lado, a deficiéncia da resposta imune pode contribuir
para sobrevivéncia das células malignas (COLLOTA et al., 2009; QIAN; POLLARD,
2010). Dessa forma, € possivel pressupor, que a expressao aumentada de MASP-2
tanto pode favorecer a eliminacdo de células cancerosas, como também pode
propiciar um microambiente tumoral favoravel para a progressdao do cancer.
Entretanto, a forma como MASP-2 influencia na tumorigénese, ainda ndo esta bem
esclarecida. Além disso, mais estudos sao necessarios para investigar se 0 aumento

da expressao dessa proteina em pacientes com cancer € modulado pela prépria
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doenca ou se poderia ocorrer devido a polimorfismos genéticos, associados a
expressao de MASP-2.

Nesse estudo, nosso objetivo foi verificar se polimorfismos genéticos, que
modulam a expressao da proteina MASP-2, poderiam aumentar a propensao para o
desenvolvimento de cancer cervical. Para tal, incluimos sete SNPs, entre os quais 5
foram anteriormente associados com concentragcdes elevadas de MASP-2, e 2 com
concentragdes baixas da proteina. Os alelos g.7164G (intron 4) e g.7441A (intron 5),
que flanqueiam o exon alternativo 5 (Unico para MAp19), foram associados a
concentracdes elevadas de MASP-2 e baixas de MAp19. A variante 9.21081T
localizada no intron 9 e g.21370T no exon 10, também aumentaram a concentragao
de MASP-2 e diminuiram a concentragdo de MAp19. Ja as variantes 9.21389T>C
(exon 10) e g.24599G>A (exon 12) foram associadas a concentragdes baixas de
MASP-2, enquanto que 9.24762T>C do exon 12 com concentragdes elevadas. Os
exons 10 e 12 codificam os ultimos dominios da proteina MASP-2, que se ligam ao
substrato (C2 ou C4) ou a outro zimégeno de MASP-2 ou MASP-1, e, portanto, uma
substituicdo de aminoacido nesses dominios pode prejudicar a funcao da proteina e
diminuir a ativagao do SC.

De acordo com os nossos resultados, nao houve associacao entre os SNPs e
haplétipos de MASPZ2 investigados e NIC de alto grau ou cancer do colo do utero. O
haplétipo TDVRC, associado anteriormente com concentragdes elevadas de MASP-
2, também ndo aumentou a susceptibilidade para a doenca. Apesar disso,
sugerimos que esse haplétipo e outros SNPs, associados com expressao
aumentada da proteina, sejam analisados em pacientes com outros tipos de cancer.

Entre as mulheres com NIC de alto grau, ndo houve associacdo entre os
haplétipos de MASP2 e as concentragdes séricas de MASP-2. Acreditamos que a
expressao de MASP-2 nessas pacientes poderia estar sendo modulada pela propria
doenca e nao pelos polimorfismos do gene.

E importante destacar ainda que este é o primeiro estudo envolvendo SNPs
no gene MASP2 e cancer do colo do utero. Portanto, acreditamos que mais estudos
S840 necessarios para confirmar esses resultados. Sugerimos que outros SNPs de
MASP2, também associados com alteragcdes na expressao da proteina, sejam

incluidos em estudos posteriores.
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5.3 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS SNPS DE CD59 E CANCER DO COLO
DO UTERO

A proteina CD59 é um importante regulador do SC, com importante papel na
inibicio da formacdo do MAC na superficie celular (NINOMIYA; SIMS, 1992).
Portanto, pode impedir a lise celular mediada pelo MAC, independente da via pela
qual o SC é ativado. CD59 tem um papel importante na protecdo de células
autdlogas e restringe a agdo do SC a um alvo especifico.

Interessantemente, concentracdes elevadas dessa proteina foram observadas
na superficie de diversos tipos de células malignas, o que poderia ser um
mecanismo de escape desenvolvido pelas mesmas para evitar a agao litica do SC.
Entretanto, se, por um lado, a propria doenca poderia influenciar na expressao da
proteina, por outro lado, € possivel que variagdes genéticas no gene CD59 poderiam
ser responsaveis pela expressao elevada de CD59 tanto em células normais como
em células malignas de um individuo. Ja foram realizados varios estudos funcionais
envolvendo CD59 e céancer, que analisaram a expressao da proteina na superficie
das células tumorais (OYANG et al., 2016; KESSELRING et al., 2014). Porém, ainda
nao existem estudos de associagdo envolvendo polimorfismos no gene CD59 e
cancer, sendo esse 0 primeiro.

Os quatro SNPs selecionados para esse estudo foram investigados e
descritos em um estudo anterior, por Salviano-Silva et al. (2016). Os SNPs
rs861256*G e rs831625*G estdo localizados no intron 3 e flanqueiam o exon
alternativo 3, que faz parte da principal isoforma da proteina CD59, e o exon
codificante 5. Partiu-se do pressuposto que variagdes genéticas no intron 3
poderiam influenciar no processamento alternativo do transcrito primario e, dessa
forma, aumentar ou diminuir a expressao da principal isoforma de CD59 (expressa
nas superficies celulares).

A regidao 3'UTR € importante para a regulagcao da expressao génica. Fatores
nucleares, que atuam como proteinas repressoras, podem se ligar a essa regiao
para inibir a transcricdo do gene. Variagdes genéticas em 3’'UTR podem aumentar
ou diminuir a afinidade de proteinas repressoras a essa regiao e, assim, interferir na
transcricdo do gene. Sabe-se também, que SNPs localizados nessa regido podem
influenciar na ligacdo de microRNAs (miRNA), pequenos RNAs temporais (stRNA) e

pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) ao mRNA e, dessa forma, inibir a sua
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traducdo ou degrada-lo. Ja foram descritos 56 miRNAs que se ligam ao mRNA
CD59. Considerando que SNPs localizados nessa regiao podem alterar a expressao
génica, foram selecionados os SNPs rs704697 e rs1047581.

Nossos resultados corroboraram com essas pressuposicoes. Observamos
que os alelos rs861256*G e rs831625*G (localizados no intron 3) aumentam a
susceptibilidade para cancer cervical, enquanto que os alelos rs704697*G e
rs1047581A*G (localizados na regido 3’'UTR) protegem contra a doenca. A
associacao foi encontrada tanto por meio do teste exato de Fisher, como também
pelo teste de regressao logistica binaria, com correcédo para idade e ancestralidade.
Nesse ultimo, analisamos o efeito dominante, recessivo e aditivo de cada SNP, e a
associacao com cancer cervical foi significativa para os trés efeitos dos quatro
alelos. Contudo, notamos que mulheres homozigotas para rs861256*G e
rs831625*G sao aproximadamente duas vezes mais predispostas a desenvolver
cancer cervical que portadoras dos outros alelos.

Observamos ainda associacgao significativa entre o haplétipo GGAA de CD59,
formado pelos SNPs rs861256*G e rs831625*G (intron 3) e pelos alelos comuns
rs704697*A e rs1047581*A (3’'UTR), e susceptibilidade para cancer cervical. A
associacao foi significativa, mesmo com corre¢do para idade e ancestralidade.
Também comparamos os efeitos dominante, recessivo e aditivo desse haplotipo com
cancer cervical e observamos que GGAA recessivo confere um risco maior para o
desenvolvimento da doenca (OR=7,32 [2,78-19,29]), comparado a GGAA dominante
(OR=3,00 [1,55-5,81]) e GGAA aditivo (OR=2,89 [1,80-4,64]).

Portanto, sugerimos que os alelos rs861256*G e rs831625*G e o haplotipo
GGAA tem um efeito semidominante sobre a expressao da proteina CD59. Isso
significaria que a expressdo da proteina é maior quando GGAA ocorre em
homozigose, intermediaria quando esse haplétipo ocorre em heterozigose e menor,
na auséncia desse haplotipo. Ainda mais, sugerimos que mulheres homozigotas
para esse haplotipo apresentam um risco maior para o desenvolvimento de cancer
cervical que mulheres heterozigotas. Ja aquelas que ndo apresentam esse
haplétipo, apresentam maior protegao contra a doenca.

Sugerimos que os alelos rs861256*G e rs831625*G, devido a sua localizagao
no intron 3, favorecem a expressao da principal isoforma de mRNA de CD59, o
CD59-001, que codifica a proteina CD59 do SC. Através da ferramenta online

Human Splicing Finder (Desmet et al., 2009), foi possivel prever que ambos alelos,
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rs861256*G e rs831625*G, estao localizados em uma regido reconhecida por um
potenciador de processamento exdnico.

Em relagéo a regido 3’'UTR, onde os SNPs rs704697*G e rs1047581*G estéo
inseridos, € possivel que ela seja reconhecida por proteinas repressoras e que
esses SNPs aumentem a afinidade das proteinas pela regido. Ou ainda, que
miRNAs podem se ligar mais fortemente ao mRNA, quando esses SNPs estao
presentes, e degrada-lo ou inibir a sua traducdao. Por meio do programa MirSNP
Browser (LIU et al.,, 2012), foi possivel verificar que o alelo rs1047581*G pode
aumentar a ligacao de miR-330-3p ao mRNA CD59. Portanto, sugerimos que os
alelos rs704697*G e rs1047581*G diminuem a expressao de CD59, enquanto que
os alelos rs704697*A e rs1047581*A aumentam a expressao da proteina.

Esses mesmos SNPs foram analisados também em pacientes com NIC de
alto grau. De acordo com os resultados da analise de comparacao realizada com o
teste exato de Fisher, incluindo as pacientes e o grupo de comparacao, houve
associacgao entre NIC de alto grau e os alelos rs8671256*G e rs831625*G (intron 3) e
rs704697G (3'UTR). Da mesma forma, como em céancer cervical, 0S nossos
resultados indicam que os dois primeiros alelos sdo marcadores de susceptibilidade
para a doencga e o ultimo, marcador para prote¢do. Contudo, quando comparamos
as frequéncias alélicas e haplotipicas entre os dois grupos por meio do teste de
regressao logistica binaria, com correcao para idade e ancestralidade, ndo houve
associacdo. E importante considerar que entre as pacientes com NIC de alto grau,
estdo presentes mulheres com o diagnostico NIC 2, que pode progredir, mas nao
necessariamente, para cancer cervical. Dessa forma, € esperado que a associagao
entre os SNPs investigados e o haplotipo GGAA de CD59 e NIC de alto grau seja
menor que a associacao dos mesmos com cancer cervical.

O hapldtipo GGAA, assim como o alelo rs861256*G inserido nele, foram
anteriormente associados com maior expressao de mRNA CD59 em mulheres
(SALVIANO-SILVA; PETZL-ERLER; BOLDT, 2017). Sabe-se, que concentracdes
elevadas de mRNA podem indicar concentragdes elevadas da proteina. Sendo
assim, e considerando que a expressao dessa proteina foi elevada na superficie
celular de diversas células malignas, sugerimos que GGAA aumenta de fato a
expressao da proteina CD59 e, portanto, aumenta o risco para o desenvolvimento

de cancer. Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar essa hipétese.
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6 CONCLUSOES

e Os SNPs e haplétipos do gene MASP2 ndo se mostraram associados com
NIC de alto grau ou cancer do colo do utero;

e Nao houve associacao entre os haplétipos de MASP2 e as concentracdes
séricas de MASP-2 em mulheres com NIC de alto grau;

e Os SNPs rs861256*G e rs831625*G no intron 3 de CD59 foram associados
com susceptibilidade para céancer cervical, enquanto que os SNPs
rs704697*A e rs1047581*A da regidao nao traduzida 3 de CD59, com
protecao contra a doenga;

e O haplétipo CD59*GGAA foi associado com susceptibilidade para cancer
cervical;

e E possivel que o haplétipo CD59*GGAA tenha um efeito semidominante
sobre a expressao da proteina;

e Mulheres homozigotas para CD59*GGAA sao aproximadamente duas a trés
vezes mais predispostas ao cancer cervical que as mulheres portadoras dos

outros haplétipos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidada a participar do estudo intitulado “Analise genética e de
proteinas do sistema imune inato em pacientes com lesao intraepitelial cervical ou
cancer do colo do utero”. Para que vocé possa decidir se aceita ou nao participar,

esse termo fornece algumas informacoes.

1. O objetivo do estudo € analisar se existem alteragcbes no seu DNA (ou outro
material genético) ou em componentes que fazem parte do seu sistema
imunoldgico inato e que poderiam influenciar no desenvolvimento de lesdes e
cancer do colo do utero. Sabemos que o virus HPV pode causar essa doenga,
por isso pretendemos investigar também o tipo de HPV que levou ao seu
desenvolvimento.

2. Para realizar esse estudo, pretendemos fazer algumas perguntas para vocé e
verificar seus dados e informac¢des no prontuario. Gostariamos de coletar seu
sangue para realizar testes laboratoriais, como analisar partes do seu DNA e
proteinas relacionadas com o sistema imunoldgico inato. Para tal, pretendemos
utilizar também blocos parafinados com amostras de biopsias ou tumor, caso
vocé tenha sido submetida a algum procedimento padrdo no Hospital Erasto
Gaertner para extracao dos mesmos.

3. A coleta de sangue sera realizada por puncao periférica da veia do antebraco.
Os desconfortos da coleta de sangue estao relacionados a propria puncao da
veia, incluindo dor leve e, eventualmente, hematomas. Caso haja alguma
complicacdo durante e apds a coleta, nos responsabilizamos para atendé-la e
fornecer os cuidados necessarios.

4. N&ao havera beneficio direto para vocé, pois se trata de um estudo
experimental. Entretanto, acreditamos que por meio desse estudo poderemos
conhecer melhor fatores que poderiam influenciar no desenvolvimento do
cancer do colo do utero.

5. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador é Stefanie Epp Boschmann, que pode ser encontrado no endereco
Rua General Carneiro, 181 ou pelo telefone (41) 3360-1800 (ramal 6537). Se
vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), no Hospital Erasto
Gaertner- R Dr. Ovande do Amaral, 201. — Bairro Jardim das Américas - Fone:
(41) 3361-5271.
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6. Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualguer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo no seu tratamento na
Instituicdo.

7. As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outras pacientes.
Nao iremos divulgar seu nome quando os resultados do estudo forem
publicados.

8. Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados do estudo.
Para tal, vocé pode entrar em contato com o investigador principal (endereco e
telefone ja foram mencionados acima).

9. Nao ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também n&o ha compensacao financeira relacionada a
sua participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa.

10. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), vocé tem
direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacoes
legalmente estabelecidas.

11. Os dados e o material coletado serao utilizados para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Analise genética e de proteinas
do sistema imune inato em pacientes com lesao intraepitelial cervical ou cancer do
colo do utero”.

Eu discuti com a Sra. Stefanie Epp Boschmann sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.



Assinatura do paciente/representante legal

Assinatura da testemunha

Assinatura do Pesquisador

Data
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APENDICE B — INSTRUMENTO UTILIZADO PARA COLETA DE DADOS
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QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS

Nome do paciente:

Idade: Data de nascimento:

Estado civil:

1. Escolaridade: ) Fundamental Incompleto

) Fundamental Completo

(

(

() Médio Incompleto
() Médio Completo
(

) Superior Incompleto

() Superior Completo

N

. Ancestralidade: ( ) Branco
() Negro
( ) Pardo (branco brasileiro)
() Asiatico

Numero de gestagoes:

Idade ao 19. parto:

Idade na 12. relagdo sexual:

R

Faz uso de preservativo?
( ) Nao
( ) Sim. Ha quanto tempo usa?
Em que idade comecou a usar:
7. Faz uso de contraceptivo?
( ) Nao
( ) Sim. Ha quanto tempo usa?
Em que idade comecou a usar:
8. E usuéria de DIU?
( ) Nao
( ) Sim. Ha quanto tempo usa?
Em que idade comecou a usar:
9. E fumante?
( ) Nao

( ) Sim. Ha quanto tempo usa?
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Numero de cigarros por dia:
10.Caso é ex-fumante, ha quanto tempo parou?
Durante quanto tempo fumou?

11. Antecedentes de DST:

( ) Nao

( ) Sim. Qual?
12.Cauterizacao prévia:

( ) Nao

( ) Sim: ( ) Colo ( )Vagina ( )Vulva ( )Anus
13. Antecedentes de cancer:

( ) Nao

() Sim: Tipo de cancer:

Idade ao diagnéstico:

Tempo de tratamento:

14. Antecedentes familiares de céncer:
Quem? Qual tipo?

15.Vocé tem alguma alergia?

Se sim, ao que?

16.Faz uso de medicamentos?
Sim. Qual (is):

17.Vocé realiza o preventivo anualmente?
( ) Nao
( )Sim

Observacoes:




