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RESUMO

O cancer cervical (CC) esta entre as neoplasias de maior prevaléncia entre as
mulheres, especialmente em paises com baixos indices socioeconémicos. Infecgdes
persistentes pelo HPV oncogénico sdo a principal causa para o desenvolvimento do
CC. As células Natural Killer (NK) protagonizam importante papel citotoxico dirigido a
células infectadas por virus, sob estresse celular e células-alvo tumorais. O controle
de sua acgao citotoxica advém de sinais provenientes da interagdo de receptores
inibidores e ativadores expressos em sua membrana, em especial os receptores KIR
(Killer immunoglobulin like receptor) e sua interagdo com ligantes HLA expressos nas
células alvo. O presente estudo teve como objetivo investigar e comparar a
variabilidade individual na composicdo do repertério de genes KIR,
gendtipos/haplotipos e suas frequéncias, em mulheres com lesdes intraepiteliais
cervicais de grau 2 e 3 e controles HPV (+) e HPV (-), bem como sua associagao com
protecao ou suscetibilidade a infeccao pelo HPV de alto risco e no desenvolvimento
das lesdes precursoras do cancer do colo do utero. Foi selecionada uma amostragem
randomizada totalizando 447 mulheres assim classificadas: 90 mulheres com
diagnéstico de NIC2, 94 mulheres com NIC3 e dois grupos controles compostos por
70 mulheres HPV (+) e 193 mulheres HPV (-), com citologia cervical normal. O
repertorio KIR foi definido por amplificagdo multiplex do DNA com a utilizag&o de pares
de primers sequéncias especificas (PCR-SSP). Ao todo 78 gendtipos foram
encontrados neste estudo, sendo que 5 deles ainda ndo se encontram catalogados na
AFND para a populagao brasileira. Foram feitas analises comparativas entre os grupos
e observou-se que pelo critério de presenca de infecgéo, o gene KIR2DS2 (p<0,001)
apresentou frequéncia maior nas infectadas e o gene KIR2DL2 (p=0,03) no grupo das
nao infectadas. Pela analise das mulheres HPV (+) estratificadas pela presenca ou
nado de lesdo precursora, os genes KIR2DL2, KIR2DLS5, KIR2DS1 e KIR2DS2
apresentaram maiores frequéncias no grupo com lesao (p<0,001). Na analise
comparativa entre os grupos HPV (+) sem lesdo e HPV (-), os genes KIR2DL2,
KIR2DL5 e KIR2DS1 apresentaram maiores frequéncias nas nao infectadas
(p<0,001). Tanto nos grupos de mulheres com lesdes precursoras quanto nos grupos
de mulheres sem lesao (infectadas ou n&o) o gendtipo ativador Bx mostrou-se mais
frequente, porém sem diferenga estatistica entre os grupos. Lesdes precursoras NIC2
e NIC3 nao apresentaram diferengca relativamente a nenhum dos genes. Em
conclusao, pelo presente estudo sugere-se que o gene ativador KIR2DS 1 seria capaz
de conferir protecdo para a infecgdo pelo HPV, mas quando a infecgédo ja esta
presente, assim como com o gene KIR2DS2, ele esta positivamente associado a
presenca de lesdo precursora do cancer cervical. Quanto aos genes inibidores
KIR2DL?2 e KIR2DL5 sugere-se que estejam associados com protecao a infecgao pelo
HPV, porém quando a infeccdo esta presente, estdo positivamente associados ao
desenvolvimento da lesao precursora.

Palavras-chave: HPV; KIR; cancer cervical; neoplasia intraepitelial cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is one of the most prevalent neoplasms among women,
especially in countries with low socioeconomic indices. Persistent infections with
oncogenic HPV are the main cause of the development of CC. Natural Killer (NK) cells
play an important cytotoxic role directed at cells infected by viruses, under cellular
stress, and tumor target cells. The control of its cytotoxic action comes from signals
from the interaction of inhibitory and activating receptors expressed on its membrane,
especially KIR (Killer immunoglobulin-like receptor) receptors and their interaction with
HLA ligands expressed on target cells. The present study aimed to investigate and
compare individual variability in the composition of the KIR gene repertoire,
genotypes/haplotypes, and their frequencies, in women with grade 2 and 3 cervical
intraepithelial lesions and HPV (+) and HPV (-) controls, as well as its association with
protection or susceptibility to high-risk HPV infection and the development of precursor
lesions of cervical cancer. A randomized sample was selected totaling 447 women
classified as follows: 90 women diagnosed with CIN2, 94 women with CIN3, and two
control groups composed of 70 HPV (+) women and 193 HPV (-) women with normal
cervical cytology. The KIR repertoire was defined by multiplex DNA amplification using
sequence-specific primer pairs (PCR-SSP). In total, 78 genotypes were found in this
study, 5 of which are not yet cataloged in the AFND for the Brazilian population.
Comparative analyses were carried out between the groups, and it was observed that
according to the criterion of the presence of infection, gene KIR2DS2 (p<0,001)
presented higher frequency in the infected group, and gene KIR2DL2 (p=0,03) in
uninfected group. By analyzing HPV (+) women stratified by the presence or absence
of precursor lesions, the genes KIR2DL2, KIR2DLS5, KIR2DS1, and KIR2DS2 were
more frequent in the group with lesions (p<0,001). In the comparative analysis between
the HPV (+) group without lesion and HPV (-), KIR2DL2, KIR2DL5, and KIR2DS1
genes had higher frequencies in the uninfected group (p<0,001). Both in the group of
women with precursor lesions and those without lesions (infected or not), the Bx
activating genotype was more frequent, but without statistical difference. CIN2 and
CIN3 precursor lesions showed no difference concerning any of the genes. In
conclusion, the present study suggests that the activating gene KIR2DS1 would be
capable of protecting against HPV infection. Still, when the infection is already present,
as it also happens with the KIR2DSZ2 gene, it is positively associated with the presence
of cancer precursor lesions. Regarding genes KIR2DL2 and KIR2DL5 it is suggested
that they confer protection against HPV infection, however, when the infection is
present, they are positively associated with the development of the precursor lesion.

Keywords: HPV; KIR; cervical cancer, cervical intraepithelial neoplasia.
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1 INTRODUGAO

O Papilomavirus humano (HPV) é o responsavel por uma das infecgdes mais
prevalentes de transmiss&o por via sexual no mundo (BRUNI et al., 2023). Infecgbes
persistentes ocasionadas pelo HPV oncogénico sao a principal causa para o
desenvolvimento do céncer cervical (GRAU-BEJAR et al.,2023).

O cancer do colo do utero evolui a partir de uma fase pré-maligna com lesdes
suspeitas identificadas pelo exame citolégico. As lesdes pré-neoplasicas acometem
o epitélio escamoso do trato genital feminino, ocasionando as lesées designadas de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), que progridem a partir de lesées de baixo grau
(NIC1) até lesdes de alto grau, designadas de NIC2 e NIC3 (DOVNIK e POLJAK,
2023).

As células Natural Killer (NK) tem papel fundamental na imunovigilancia
contra infecgdes virais e processos neoplasicos (BJORKSTROM, STRUNZ &
LJUNGGREN, 2022). Envolvidas na fase precoce da resposta imune, sua fungao
efetora é determinada por um conjunto de receptores de membrana (RIZZO et al.,
2021). Os receptores KIR (Killer Immunoglobulin like receptors) sao fundamentais
neste cenario e estdo expressos na superficie das células NK regulando seu
amadurecimento e funcdo, através da interagdo com seus ligantes, as moléculas HLA
(PARHAM, 2005).

Os receptores KIR séo codificados pela familia de genes KIR, localizada no
cromossomo 19, dentro do Complexo de Receptores Leucocitarios (KULKARNI et al.,
2008). Este complexo génico é altamente polimorfico e sua diversidade € determinada
pelo polimorfismo de presenca e auséncia, em combinagdo com polimorfismos
haplotipico e alélico. O repertério KIR de um individuo é altamente individualizado e
determinado fundamentalmente pela combinagdo de genes que estdo presentes em
seus cromossomos e suas variagdes alélicas, determinando seus haplétipos e sua
identidade genotipica (UHRBERG, PARHAM & WERNET, 2002).

O periodo entre a identificacdo da leséo pré-neoplasica e a sua progressao
para o cancer invasivo € de fundamental relevancia para a tomada de decisao. Neste
contexto, torna-se preponderante o entendimento do protagonismo das células NK na
imunovigilancia viral e neoplasica e a identificagdo de pacientes mais vulneraveis, com
fatores adicionais de risco nos estagios iniciais de desenvolvimento da neoplasia do

colo uterino.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que caracteristicas imunogenéticas individuais podem
contribuir para a eliminagdo ou persisténcia do HPV no ambiente cervical e
consequente desenvolvimento do cancer do colo do utero, assim como, sabendo-se
que as ceélulas NK estdo envolvidas na imunovigilancia contra infecgdes virais e na
defesa contra o desenvolvimento de processos neoplasicos, o presente estudo se
justifica pela necessidade de entendimento do papel do repertdrio de receptores KIR
(Killer Immunoglobulin like receptor) no cenario de desenvolvimento desta neoplasia,
sobretudo devido a auséncia de trabalhos relevantes publicados em populagéo
brasileira, visando poder contribuir para a individualizagdo do acompanhamento e
tratamento das pacientes, podendo contribuir para um desfecho mais favoravel para

a vida e saude da mulher.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Caracterizar os genes KIR e avaliar a associagao da variagéo do polimorfismo
de “presenca e auséncia de genes KIR” na susceptibilidade a infeccao pelo papiloma
virus humano (HPV) e/ou no grau da lesdo em pacientes com lesao precursora do

cancer cervical.

1.2.2 Objetivos especificos

e Estimar a frequéncia (presenga/auséncia) dos genes KIR nos grupos NIC2,
NIC3, HPV (+) e HPV (-) individualmente e em grupos comparativos,
separados conforme abaixo descrito:

o presenga versus auséncia de infegao pelo HPV
o presencga versus auséncia de lesao precursora
o HPV (+) sem lesao versus HPV (-)

o NIC2 versus NIC3.

e Caracterizar e avaliar haplétipos/gendtipos nos grupos NIC2, NIC3 e
controles HPV (+) e HPV (-).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER CERVICAL

2.1.1 Epidemiologia

O cancer cervical (CC) esta entre as neoplasias de maior prevaléncia entre as
mulheres, especialmente em paises com baixos indices socioeconémicos, onde o
progresso na redugao de sua incidéncia e mortalidade ocorre lentamente (SINGH et
al., 2023). A maioria das mulheres sao infectadas pelo HPV logo que iniciam a vida
sexual. A maior prevaléncia da infeccao pelo HPV esta na faixa etaria abaixo dos 25
anos de idade, havendo um decréscimo a medida que ha o aumento da idade da
populagao feminina (BOSCH et al., 2013; MAESTRI et al, 2018).

De acordo com dados do Globocan, em 2020 o CC atingiu a quarta colocacao
entre os casos de cancer e em mortalidade entre mulheres, tendo sido registrados
604.127 novos casos e 341.831 mortes (SUNG et al., 2021).

Nas américas o cancer de colo de utero é a principal causa de morte entre
mulheres, sendo responsavel por 35,7 mil ébitos, sendo 80% na América Latina e
Caribe, cujas populagbes tém os menores indices de desenvolvimento. Com o
crescimento da populagao e da expectativa de vida, a tendéncia € que estes indices
aumentem ainda mais nos proximos anos (OPAS, 2024).

No Brasil, de acordo com dados divulgados pelo INCA, o cancer cervical como
localizag&o primaria de tumor tém incidéncia estimada de 17.000 novos casos por ano,
sendo responsavel por 7% de todos os casos de cancer em mulheres. Os estados os
estados do Amazonas, Amapa, Maranh&o, Tocantins, Ceara, Mato Grosso do Sul e
Santa Catarina sao os estados com estimativas de maiores taxas brutas de incidéncia
por 100.000 mulheres (FIGURA 1) (BRASIL, 2022).
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FIGURA 1- REPRESENTACAO ESPACIAL DAS TAXAS BRUTAS DE INCIDENCIA DA NEOPLASIA
MALIGNA DO COLO DO UTERO POR 100 MIL MULHERES, ESTIMADAS PARA O ANO DE 2023.

Mulheres

W 2134-2783
B 1633-2133
B 1395-1632
B 10421394

FONTE: Brasil (2022).

2.1.2 Fatores de risco

A maioria das lesdes precursoras do cancer do colo do utero se desenvolvem
por um longo periodo até a entrada na rota da carcinogénese. Felizmente, em cerca
de 90% dos casos o sistema imunoldgico depura as lesdes iniciais em até trés anos.
A infecgao cronica, no entanto, permanece em 10% das pacientes e 1% evolui para o
cancer cervical (DELIGEOROGLOU et al., 2013).

Infecgbes persistentes por papilomavirus humano (HPV) oncogénicos sao a
principal causa para o desenvolvimento do cancer cervical. A presengca do HPV é
necessaria, porem nao suficiente. Dentre os gendtipos HPV com potencial
oncogénico, o HPV 16 sobressai-se como responsavel por quase metade dos casos
de CC. Juntos, HPV 16 e HPV 18 sao responsaveis por cerca de 70% dos casos

(GRAU-BEJAR et al., 2023). A presenca do HPV oncogénico e caracteristicas
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relacionadas ao hospedeiro, modulam o risco de progressao da doenca (DE
SANJOSE, BROTONS e PAVON, 2018). Dentre os fatores que contribuem para o
desenvolvimento do cancer, estdo o comportamento sexual e numero de parceiros,
idade da primeira relagao sexual, tabagismo, o uso prolongado de contraceptivo oral,
multiparidade, imunossupressao, infeccbes com outros patdégenos de transmisséo
sexual e ndo seguimento de recomendacbdes de screening e tratamento
(JAISAMRARN et al., 2013).

2.1.3 Prevencao e tratamento

O desenvolvimento do CC se da a partir de lesdes precursoras que podem
ficar latentes por muitos anos, muitas vezes sem o aparecimento de sintomatologia,
sendo de evolugao silenciosa. Neste cenario € de suma importancia a detecgao das
lesbes 0 mais precocemente possivel para que se atinja o devido sucesso no
tratamento, tanto de lesGes precursoras quanto neoplasicas, que porventura ja
habitem o ambiente cervical (DE SANJOSE, BROTONS e PAVON, 2018).

As medidas preventivas envolvem duas frentes. A prevencao primaria, que
ocorre através da vacinacao profilatica para o HPV e a prevencao secundaria, através
de programas de rastreio de lesdes precursoras do cancer, com a citopatologia
isoladamente ou associada a genotipagem HPV. Em conjunto, as estratégias de
combate ao CC sao imprescindiveis na diminuigdo dos indices desta patologia e da
mortalidade a ela relacionada (MINION e TEWARI, 2018; LIU et al., 2019).

De acordo com o INCA, a partir de 2014 foi instituido no Brasil o programa
vacinal, que atualmente contempla meninas e meninos. Sua aplicagdo nos programas
de prevengao € recomendada preferencialmente para antes do inicio da vida sexual e
protege contra os sorotipos de alto risco, HPV 16 e 18, responsaveis por 70% dos
casos de cancer cervical. Embora efetiva para os genoétipos que abrange, a vacina
nao € efetiva em lesdes ja existentes e nao confere protegcao aos gendétipos HPV que
ndo sao seu alvo (LIU et al., 2019).

Programas de rastreio do CC sao essenciais, pois frequentemente os
sintomas so6 aparecem quando a neoplasia ja esta em fase avangada e a investigagao
de rotina reduz sua incidéncia e mortalidade. No Brasil, o programa publico de rastreio
abrange a faixa etaria entre 25 e 64 anos e foi implantado de forma oportunistica,

tendo efetividade apenas quando a paciente procura pelo servico de saude. A
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recomendacgao € que o exame citologico seja realizado anualmente e apds dois testes
negativos consecutivos, o intervalo podera ser aumentado para a cada trés anos.
Mesmo apds décadas de sua instituicdo, sua abrangéncia apresenta-se ainda
ineficiente, com baixo impacto na mortalidade. E fundamental que haja uma
organizacao mais elaborada de rastreio para que se atinja real efetividade no controle
da incidéncia do cancer. Mesmo em areas mais favorecidas, o rastreio tem
demonstrado efetividade limitada, com queda lenta nos indices desta neoplasia
(TEIXEIRA et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2019). Nos Estados Unidos, a recomendagao
da Sociedade Americana de Cancer, € que 0 screening para o cancer cervical ocorra
a partir dos 25 anos de idade e, quando incluida a testagem para HPV, a cada cinco
anos, até o 65 anos de idade. No caso da indisponibilidade de se realizar a testagem
para o HPV, recomenda-se fortemente que se realize o exame citolégico a cada trés
anos (FONTHAM et al., 2020).

Na detecgcdo de uma anormalidade no exame citolégico, segue-se com a
colposcopia e bidpsia cervical. Os tratamentos para a neoplasia intraepitelial cervical
variam de condutas para destruicdo do tecido como a vaporizagdo a laser ou a
conizagao, que consiste na remog¢ao de um fragmento do tecido a partir do endocervix
até o ectocervix (SANCHEZ-SILES et al., 2020). Em fases mais avancadas a
quimioterapia baseada em cisplatina € associada a radioterapia (GUTIERREZ-HOYA
e SOTO-CRUZ, 2021). Na populagdo jovem, o tratamento assume caracteristicas
adicionais de risco. A necessidade de tratamento cirurgico, que engloba exérese de
uma porgao do colo uterino ou a histerectomia, pode implicar em desfechos obstétricos
desfavoraveis e impossibilidade de gestar. O manejo das lesbes pré-malignas também
pode influenciar negativamente em gestacoes futuras. Em pacientes com diagndstico
tardio e estadiamento mais avancado, as opg¢des terapéuticas sao limitadas e o
prognéstico é reservado (CHONG et al., 2017; HALLE et al., 2017).

Para que se caminhe no sentido da erradicacdo do céancer cervical a
Organizagao Mundial de Saude estabeleceu uma meta mundial a ser atingida até 2030
definida com o alvo 90-70-90, assim descrita: 90% das meninas com programa vacinal
completo aos 15 anos de idade, 70% das mulheres submetidas a investigagao aos 35
e novamente aos 45 anos e 90% das mulheres com lesdes precursoras tratadas e

90% de manejo dos casos de cancer invasivos.
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2.1.4 Agente etiologico

O papilomavirus humano (HPV) é um virus da familia Papillomaviridae, género
Papillomavirus, com 50 nm, de dupla hélice de DNA, contendo cerca de oito mil pares
de bases, organizados de forma circular em um capsideo néo envelopado (DE
VILLIERS et al., 2004). O HPV infecta as células basais do epitélio escamoso. A
replicagéo viral acontece gragas a apropriagao, pelo virus, do maquinario da célula
infectada. A persisténcia da infeccdo pelo HPV contribui diretamente na
carcinogénese devido a expressao de oncogenes, ocasionando falhas nos check-
points do ciclo celular, no controle do metabolismo celular, modulando a resposta
imune do hospedeiro, promovendo a iniciagdo do tumor e sua evolugao (ZHOU,
TUONG e FRAZER, 2019).

Mais de cento e oitenta genodtipos HPV ja foram identificados, podendo
desencadear lesbes mucosas ou cutaneas, sendo classificados em a-papilomavirus,
B-papilomavirus ou y-papilomavirus. O cancer cervical esta relacionado ao género a-
HPV (ZHOU, TUONG e FRAZER, 2019). Os genotipos associados com infecgdes
anogenitais sdo cerca de quarenta e conforme seu potencial oncogénico, sao
classificados em gendtipos de alto risco (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 e 82), gendtipos de risco intermediario (HPV 26, 53 e 66) ou gendtipos de
baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81), associados a verrugas
genitais e caracteristicas de normalidade do epitélio. Juntos, os gendétipos HPV 16 e
HPV 18 respondem por cerca de 70% dos casos de céancer cervical na maioria dos
estudos epidemioldgicos (SENAPATI, SENAPATI e DWIBEDI, 2016). O HPV 18 é o
genotipo mais fortemente associado ao adenocarcinoma de cérvix e o HPV 16,
seguido pelo HPV 18 sédo os mais frequentemente detectados quando o carcinoma de
célula escamosa € diagnosticado (WOODMAN, COLLINS e YOUNG, 2007).

O genoma viral é constituido por trés por¢des (FIGURA 2). Uma regiao nao
codificadora, envolvida na regulagdo da replicagéo viral e transcricdo, a LCR (“long
control region”) e duas regides codificadoras, designadas pelas letras E, do inglés
“early” e L, do inglés “late”. Seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) expressos durante
todo o ciclo celular do virus, regulam as fases vegetativa e produtiva, codificando
proteinas envolvidas na replicacao, transcri¢cao e transformacao celular (SONG et al,

2015). Dois genes (L1 e L2) sdo responsaveis pelas proteinas do capsideo e
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altamente expressos nas fases mais tardias da infecgao viral (ZHOU, TUONG e
FRAZER, 2019). Os genes E1 e E2 s&o necessarias para iniciar a replicagao viral e
sao expressos nas camadas intermediarias. A proteina E1 aumenta a replicagao viral
e E2 diminui a expressao de E6 e E7. As oncoproteinas virais E5, E6 e E7 contribuem
para a iniciagao do cancer, sdo responsaveis pela evasao viral, alterando a regulacao
do ciclo celular e gerando instabilidade gendmica. O gene E5 possivelmente esta
envolvido com a desregulagédo de expressdo das moléculas de histocompatibilidade
(HLA) da célula (SONG et al, 2015). Genes E6 e E7, sdo expressas nas células basais
e parabasais e induzem a divisdo celular no epitélio, facilitando a replicagao viral.
Envolvidos na integragdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, contribuem para a
transformacgao celular, bloqueando a supressao do tumor e a apoptose celular,
ocasionando a imortalizagdo da célula e progressao da doenca (DE SANJOSE,
BROTONS e PAVON, 2018). Os eventos criticos no desenvolvimento tumoral,
envolvem a degradacgao da proteina p53 promovido pela proteina E6, a inducéo da
expressao de telomerase e a degradacéo da familia de proteinas do retinoblastoma
(Rb), promovido pela proteina E7. Com a alteragdo nas proteinas supressoras de
neoplasia — p53 e pRb, os tumores HPV-positivos apresentam maior proliferacéo
celular e perda da estabilidade genémica. E4 promove a interrupgao da diviséo celular,
€ expresso nas camadas intermediarias e superiores do epitélio. O capsideo do virus
€ montado com as proteinas L1 e L2 e o genoma viral é incorporado na camada
superior do epitélio escamoso (ZHOU, TUONG e FRAZER, 2019).

FIGURA 2 - ESTRUTURA E PROTEINAS VIRAIS DO HPV.

E7

URR EB

URR: origem da replicagao, sitios de ligagdo para transcricdo e
controle de expressao génica, L1: proteina maior do capsideo, L2:
proteina menor do capsideo, E1: replicagao e transcri¢ao viral, E2:
replicacao viral, apoptose, repressao transcricional de E6/E7, E4:
E1  replicagdo viral, E5: proliferacdo celular, alteragdes de sinalizagéo,
reconhecimento imune e apoptose, E6: degradacdo de p53,
alteragdo de regulagdo do ciclo celular, resisténcia a apoptose,
instabilidade cromossdmica e imortalizagao celular, E7: degradacéao
de pRB, reentrada na fase S do ciclo celular, superexpressao de
p16, instabilidade cromossémica
FONTE: De Sanjose, Brotons e Pavon (2018) (Adaptado)
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2.1.5 Historia natural da doenca

A infecgéo persistente pelo HPV é fator fundamental para o desenvolvimento
do CC. No entanto, dois testes positivos para o HPV em curto intervalo de tempo nao
necessariamente tém significado de maior risco para o desenvolvimento do CC e um
teste negativo apds outro positivo nem sempre reflete a eliminagao efetiva do virus,
podendo este estar em nivel abaixo do detectavel ou em laténcia (FIGURA 3)
(GRAVITT e WINER, 2017).

FIGURA 3 - MODELO ESQUEMATICO DA HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HPV E
DESENVOLVIMENTO DO CANCER CERVICAL
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FONTE: Gravitt e Winer (2017) (Adaptado)

A infeccao pelo HPV acomete o epitélio escamoso do trato genital feminino,
causando lesdes intraepiteliais escamosas (SlLs — squamous intraepithelial lesions).
A infeccao pelo HPV de alto risco causa inicialmente lesbes intraepiteliais escamosas
de baixo grau (LSIL — low grade squamous intraepithelial lesion), lesbes pre-
cancerosas, também conhecidas como neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC
1) (BRAATEN e LAUFER, 2008). Estas lesdes frequentemente se resolvem sem
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necessidade de tratamento, mas devem ser monitoradas, pois podem evoluir para
lesbes intraepiteliais escamosas de alto grau. Neoplasia intraepitelial de grau Il (NIC2)
constitui a fase intermediaria com displasia moderada e risco de 30 a 40% de
progressao para NIC 3 (displasia severa ou carcinoma in situ) (DOVNIK e POLJAK,
2023). As lesdes de alto grau podem persistir por anos e se nao forem tratadas, o risco
de evoluirem para o cancer € em torno de 20% nos primeiros 5 anos e 50% em 30
anos (ZHOU, TUONG e FRAZER, 2019). Lesdes NIC 2 e 3 sao as que tém maior
chance de progredir, no entanto, algumas delas regridem, dando a este grupo uma
caracteristica heterogénea (FIGURA 4) (DE SANJOSE, BROTONS e PAVON et al.,
2018).

FIGURA 4 - PROGRESSAO DE LESOES NO EPITELIO CERVICAL, MEDIADA PELO
PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV).
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FONTE: De Sanjose et al. (2018)(Adaptado)
LEGENDA: Evolugao gradual das lesdes a partir do epitélio normal até o tecido todo comprometido na
forma de cancer invasivo.

2.2 CELULAS NATURAL KILLER: CARACTERISTICAS E BIOLOGIA

As células assassinas naturais (Natural killer cells) ou células NK, foram
descritas na década de 1970 quando Herberman e Kiessling em estudos
independentes, observaram linfocitos com atividades citotdxicas espontaneas
dirigidas a células tumorais (HERBERMAN et al, 1975; KIESSLING et al, 1975).

As células NK sao componentes do sistema imune inato e em conjunto com a

barreira epitelial, leucécitos fagociticos e células dendriticas, sdo fundamentais na
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imunovigilancia. Diferente do que ocorre na imunidade adaptativa, em que células T
citotoxicas sao antigeno-especificas, a capacidade efetora das células NK ocorre sem
necessidade de sensibilizagdo prévia (MURPHY et al., 2010). Quanto a seu efeito
citotoxico, possuem similaridade com as células T CD8+. Gragas a secregao de
perforina e granzimas, células NK desencadeiam a ruptura da membrana celular e
apoptose da célula alvo (MANDAL e VISWANATHAN, 2015; BAO et al., 2018).

Até 1980 foram chamadas de null-cells, por nao possuirem receptores de
células T ou B (KANNAN, AQUINO-LOPEZ e LEE, 2017). Fenotipicamente, por n&o
possuirem os marcadores de superficie de células T e B, sao descritas como
CD19/TCR/CD3 negativas. Possuem os marcadores CD56/CD16 e conforme seus
respectivos graus de expressao, € possivel diferencia-las quanto ao seu
amadurecimento, resposta a estimulos e efeito citotoxico (NAYYAR, CHU e CAIRO,
2019).

O conhecimento acumulado ao longo de mais de 50 anos sobre a biologia e
especificidades das células NK no reconhecimento de células alvo, foi determinante
para que fossem consideradas componentes centrais na imunologia e nas estratégias
terapéuticas dirigidas contra doencas neoplasicas e virais (BJORKSTROM, STRUNZ,
& LIUNGGREN, 2022).

Representando 5 a 25% das células mononucleares sanguineas de individuos
saudaveis, as células NK séao linfécitos granulares grandes, derivados da medula
Ossea e que evoluem a partir de um progenitor linféide (FIGURA 5) (PARHAM, 2005;
RAJALINGAM, 2018). De acordo com Parham 2005, com relagdo aos linfocitos T,
embora originem-se do mesmo progenitor linféide, as células NK apresentam
similaridades aquelas quanto a secre¢cdo de citocinas, interagdo com células
dendriticas e na citotoxicidade, porém diferenciam-se delas devido a auséncia de
receptor de células T (TCR) (PARHAM, 2005).

Para que sejam licenciadas para competéncia funcional sem, no entanto,
terem efeito citotoxico contra antigenos proprios, as células NK passam por um
processo de educacao durante seu desenvolvimento, quando aprendem a ter
tolerancia ao proprio. Neste processo elas sdo preparadas para ndo serem ativadas
ao reconhecerem proteinas HLA proprias (PENDE et al., 2019). Diferente da resposta
imune desenvolvida por células T, cujo reconhecimento do antigeno estranho ocorre
quando este esta inserido na fenda da molécula HLA prépria, células NK tém sua

funcao citotoxica ativada na auséncia de moléculas HLA na célula alvo. Linfocitos T e
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células NK sao bragos diferentes e complementares na imunidade celular (REYBURN
et al., 1997).

Em condigdes normais, todas as células nucleadas expressam moléculas HLA
de classe | em sua superficie e durante 0 amadurecimento das células NK, ocorre o
reconhecimento de proteinas HLA de classe | por receptores KIR inibidores. Na
auséncia de reconhecimento do proprio (“Missing-self’) a célula NK tem sua
capacidade para matar ativada, processo este chamado de “licensing” ou licenga para
matar, essencial na imunidade inata (BARROW e COLONNA, 2019).

FIGURAS - EVOLUQAO DAS CELULAS NK A PARTIR DE UMA CELULA PROGENITORA LINFOIDE
COMUM AOS LINFOCITOS B, T CD4+, T CD8+ E T yb.
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FONTE: Parham (2005)(Adaptado)

2.2.1 Imunovigilancia mediada por células NK

Presentes na fase precoce da imunovigilancia, as células NK s&o
fundamentais na identificacdo e reagcao a células infectadas por virus, células sob
efeito de estresse ou em desenvolvimento de processos neoplasicos. Estas células
constituem a primeira linha de defesa antiviral o que pode ser constatado pelos varios
mecanismos utilizados por virus para evadir-se da resposta imune mediada por
células NK (JOST & ALTFELD, 2013).

O reconhecimento e eliminagdao das células infectadas por virus, dentre os

quais o HPV, por células NK, € mediada pela interagao de um conjunto de receptores
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de inibicdo e ativagdo, que irdo determinar a destruicdo das células infectadas. A
funcdo efetora das células NK ocorre quando ha um desequilibrio em favor dos
receptores ativadores, sendo este, um gatilho para a sua ativagdo. Num contexto de
normalidade, ha um equilibrio entre receptores ativadores e inibitorios e seus
respectivos ligantes expressos nas células-alvo (RAULET e VANCE, 2006; BARROW
e COLONNA, 2019). Na presenca de infecgdo ou no desenvolvimento de processos
neoplasicos, a célula-alvo perde a expressdao de moléculas HLA, é o “missing-self”.
Com a prevaléncia de sinais ativadores, ocorre a ativagdo das células NK e a
consequente lise da célula-alvo (DAVIES et al., 2014; KIM e KIM, 2018). Neste
contexto também pode haver uma maior expressédo de ligantes para os receptores
ativadores de modo que a inibicdo constitutiva seja superada. Este fenbmeno é
conhecido como auto-reconhecimento induzido (RAULET e VANCE, 2006) (FIGURA
6).

FIGURA 6 — BASE MOLECULAR DO RECONHECIMENTO “MISSING-SELF" E “INDUCED-SELF”
DAS CELULAS NK.
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FONTE: Raulet e Vance (2006) (Adaptado)
LEGENDA: O equilibrio ou ndo de sinais inibitérios e estimulatérios recebidos por uma célula assassina
determina o resultado das interagées com as células-alvo.

Os receptores de membrana que participam da regulagdo das células NK

podem ser classificados em cinco familias principais: a) receptores naturais de
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citotoxicicidade, estritamente ativadores (NKp46 e NKp44); b) os receptores
ativadores ou inibidores semelhantes a lectina tipo C (CD94/NKGZ2); c) receptores tipo
imunoglobulina de células NK (KIR — killer cell immunoglobulin-like receptors); d)
receptores de leucdcitos semelhantes as imunoglobilinas (LILR); e) CD2, entre outros

descritos mais recentemente (RI1ZZO et al., 2021).

2.2.2. Receptores KIR

Dentre os receptores de membrana que atuam na regulagao da fungéo efetora
das células NK, os receptores da familia KIR tém sido os mais estudados. Receptores
KIR estdo expressos em todas as células NK e numa minoria de células T, incluindo
algumas CD4+, CD8+ e células yd (BAO et al., 2018).

Os receptores KIR sao codificados pela familia de genes KIR. O repertério KIR
de um individuo é formado pela herancga proveniente de seus genitores. Os genes
presentes em cada um dos cromossomos sao herdados em uma unidade denominada
haplétipo. Na composigdo de um haplétipo KIR combinam-se diferentes genes e suas
variagbes alélicas, determinando um repertério KIR extremamente individualizado e
diversificado (VOLTARELLI et al, 2009). Este complexo génico apresenta
polimorfismo incomum. Sua diversidade é determinada pelo polimorfismo de presenca
e auséncia, possibilitando a existéncia de haplétipos com diferentes conteudos
génicos. O repertdrio KIR de um individuo é altamente individualizado e determinado
portanto, pela combinacdo de genes presentes em seus cromossomos, suas
variagbes alélicas e a combinagdo dos haplétipos provenientes de seus genitores
(UHRBERG, PARHAM & WERNET, 2002). Os genotipos KIR variam ainda conforme
sua ascendéncia étnica, o que contribui ainda mais para a dificuldade em se encontrar
individuos idénticos entre grupos geneticamente nao relacionados (TONEVA et al.,
2001; UHRBERG, PARHAM & WERNET, 2002).

De acordo com Kulkarni, Martin e Carrington, 2008, a familia génica KIR esta
situada no cromossomo 19 (19913.4) e faz parte de um complexo génico maior
denominado Complexo de Receptores Leucocitarios (LRC do inglés: Leucocyte
Receptor Complex). A familia de receptores KIR é composta por 14 genes (KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DS1, KIR3DL2, KIR3DL3) e dois pseudogenes (KIR2DP1 e
KIR3DP1) codificados em uma regido de 100-200 Kb na regido do LRC. Os genes que
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compdem os haplétipos KIR estdo organizados em duas regides cromossdmicas
flanqueadas por 4 genes de moldura que, em raras exceg¢oes, estdo presentes na
grande maioria dos individuos. Os genes KIR3DL3 e KIR3DL2 definem os finais
centromeérico e telomérico dos haplétipos, enquanto os genes KIR3DP1 e KIR2DL4
estdo em localizacao central. Nas duas regides intermediarias a estes quatro genes,
localizam-se os demais (FIGURAS 7 e 8) (KULKARNI, MARTIN e CARRINGTON,
2008).

FIGURA 7 — LOCALIZACAO CROMOSSOMICA DOS GENES KIR DENTRO DO COMPLEXO DE
RECEPTORES DE LEUCOCITOS (LRC)
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FONTE: Robinson et al (2020)(Adaptado)

Complexo Receptor de Leucdcitos (LRC) estendido (19913.4): genes KIR e genes que codificam
proteinas adaptadoras de DAP, antigenos CD66, bem como receptores SIGLEC, FcGRT, LILR, LAIR,
FcAlphaR e NCR1. Um haplétipo KIR prototipico do grupo A € mostrado na parte direita da figura. Em
azul os genes de moldura, em roxo os pseudogenes (KIR3DP1 também €& um gene de moldura), em
vermelho os genes KIR inibitérios e em verde representado o gene KIR ativador..
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FIGURA 8 - DETERMINACAO DE HAPLOTIPOS KIR COM DIFERENTES COMBINAGCOES DE
GENES.
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LEGENDA: Haplétipos KIR A, contendo predominantemente genes inibidores e haplétipos KIR B com
maior diversidade de combinagao de genes inibidores e ativadores.
FONTE: Hiby et al. (2010) (Adaptado)

A nomenclatura dos receptores KIR €& baseada em suas caracteristicas
estruturais, podendo conter 2 ou 3 dominios (D, do inglés domain) extracelulares que
estdo envolvidos na interagdo com seu ligante, uma regido transmembrana e uma
cauda citoplasmatica longa ou curta (L ou S, do inglés long ou short) (ROBINSON et
al., 2020). Caudas longas contém uma ou duas cépias de imunorreceptores de
inibicdo baseados em tirosina (ITIMs) que se tornam fosforilados na interagdo com
moléculas HLA de classe | levando a mudanca de resposta das células NK.
Receptores KIR ativadores ndo contém ITIMs, mas contém residuos de aminoacidos
carregados positivamente na regiao transmembrana, o que permite a interagdo com
DAP-12, que contém imunorreceptores ativadores baseado em tirosina, que
desencadeia sinais ativadores (RAJALINGAM, 2018). Usualmente, moléculas de
cauda curta promovem sinais ativadores e de cauda longa, sinais inibidores
(PARHAM, 2005). O receptor KIR2DL4 € uma excegdo, pois possui cauda longa,
caracteristica inibitéria, mas na regido transmembrana possui um residuo de

aminoacido carregado positivamente, caracteristica esta, ativadora (RAJAGOPALAN,
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FU e LONG, 2001). Quando dois ou mais genes tém estruturas e sequéncias muito
similares, eles ttm o mesmo numero, mas sao distinguidos por uma letra final, como
ocorre com o0s genes KIR2DL5A e KIR2DL5B. Sua similaridade sugere que estao
relacionados a um evento recente de duplicagdo génica (PURDY e CAMPBELL, 2009)
(FIGURA 9).

FIGURA 9 - ESTRUTURA PROTEICA DOS RECEPTORES KIR.
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FONTE: Robinson et al (2020).

LEGENDA: Estruturas proteicas de proteinas KIR com dois ou trés dominios extracelulares. Associacao
de KIR ativadores a moléculas adaptadoras em verde, enquanto ITIM dos receptores inibitérios em
vermelho.

2.2.3. Antigenos leucocitarios humanos (HLA): ligantes de receptores KIR

A funcgao das células NK é dependente da interagdo de seus receptores com
ligantes presentes nas células-alvo. Moléculas HLA de classe | s&o ligantes de
receptores KIR e atuam na modulacéo de resposta das células NK.

O sistema HLA é o de maior diversidade no genoma humano e associado a
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diversidade dos genes KIR, contribui para uma infinidade de possiveis interagdes,
conferindo a cada individuo uma diversidade imunolégica unica (BOUDREAU e HSU,
2018).

As moléculas HLA sao glicoproteinas formadas por duas cadeias
polipeptidicas e classificadas em moléculas de classe | e de classe Il. As moléculas
HLA de classe | sdo formadas por uma cadeia leve B2-microglobulina, cuja informacgao
génica se encontra no cromossoma 15 e por uma cadeia pesada a, cujos genes estao
localizados no Sistema HLA, localizado no Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH), no brago curto do cromossoma 6. A cadeia pesada é
formada pelos dominios a1 e a2, que formam a fenda de ligagédo ao peptideo, o
dominio a3, a regiao transmembrana e a cauda citoplasmatica. As moléculas HLA de
classe Il sdo formadas por duas cadeias polipeptidicas designadas de a e 3, contendo
dois dominios extracelulares que formam a fenda de ligagao ao peptideo (a1 e 1), os
dominios a2 e 32, a regido transmembrana e a calda citoplasmatica (KLEIN e SATO,
2000). Os genes que codificam as moléculas HLA de classe | classicas (HLA-A, B e
C) e as moléculas HLA de classe | ndo classicas (HLA-E, F e G) estéo localizados na
regido mais proxima ao telémero. Na regidao HLA de classe |lI, mais proxima ao
centrébmero, estdo os genes de classe Il, organizados em sub-regidées DR, DQ e DP,
que contém os genes da cadeia alfa e da cadeia beta das moléculas de classe I
(KLEIN e SATO, 2000; VOLTARELLI, 2009).

As moléculas HLA de classe | estdo expressas na maioria das células
nucleadas do organismo e apresentam peptideos derivados de antigenos
intracelulares contendo de 8 a 10 aminoacidos a células T CD8+ cuja interagao se faz
através de seu receptor de membrana (TCR). As moléculas HLA de classe Il
restringem sua expressao as células envolvidas na resposta imune, como linfocitos B,
macréfagos, células dendriticas e células de Langerhans e apresentam derivados
extracelulares endocitados, como bactérias, que sado apresentados aos linfécitos T
CD4+ (BAO et al, 2018).

Apesar da principal fungdo das moléculas HLA de classe | ser a apresentagao
de antigenos para as células T, elas também sao ligantes dos receptores KIR.
Moléculas HLA-C sao agrupadas em duas categorias, de acordo com a sequéncia de
aminoacidos do epitopo ligante, no residuo 80: HLA-C1 contém um residuo de
asparagina e sao ligantes para receptores inibitérios KIR2DL2, KIR2DL3 e KIR2DS2.

Moléculas HLA-C2 possuem um residuo de lisina na posigdo 80 e sédo ligantes de
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KIR2DL1 e KIR2DS1. Ligantes para os receptores KIR2DS3 e KIR2DL5 ainda ndo sao
conhecidos (QUATRINI et al., 2021; MAO et al., 2022). Ligantes para receptores
KIR3DL1 sdo moléculas HLA designadas como pertencentes ao grupo sorologico
contendo o epitopo publico Bw4 (HLA-A ou HLA-B), que difere do grupo designado
Bw6 na regido entre os residuos de aminoacidos 77 e 83 da cadeia pesada
(GUMPERZ et al, 1995; BAO, 2018; MAO et al., 2022). Motivos Bw4 ainda podem ser
divididos em alotipos com isoleucina ou treonina na posi¢do 80, o que exibe uma
afinidade maior ou menor para KIR3DL1. Os genes KIR2DL2/KIR2DL3 segregram
como alelos do mesmo gene e reporta-se que o gene KIR2DL2 tem maior afinidade
de ligagdo com alguns alotipos HLA-C1, tendo portanto maior poder inibitorio
comparativamente a KIR2DL3. KIR3DL2 é somente capaz de reconhecer HLA-A3 e
HLA-A11 (PURDY E CAMPBELL,2009; QUATRINI et al., 2021) (FIGURA 10).

FIGURA 10. RECEPTORES KIR E SEUS LIGANTES
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FONTE: Quatrini et al. (2021)(Adaptado)
LEGENDA: Receptores KIR e seus respectivos ligantes
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2.3 RECEPTORES KIR E O CANCER CERVICAL

Diversos estudos sugerem associagao de receptores KIR com a proteg¢ao ou
suscetibilidade a diferentes diagndsticos, incluindo doengas infectocontagiosas,
autoimunes e neoplasia (GUILLEREY et al., 2016; BOUDREAU e HSU, 2018). No que
se refere ao cancer cervical, no entanto, poucos sao os trabalhos desenvolvidos
relativos a sua associacdo com receptores KIR. As primeiras pesquisas neste sentido
foram publicadas no ano de 2005. Carrington e colaboradores, trabalhando com
populacao do leste dos Estados Unidos e Costa Rica, observou relacdo de presenca
de ligantes HLA (HLA-C2 e HLA-Bw4) com receptores KIR inibidores (KIR2DL1 e
KIR3DL1). Na presenca destes ligantes, observou-se diminuicdo de risco de
desenvolvimento de céancer cervical, principalmente quando ambos os ligantes
estavam presentes juntos. Na presenca de ligante HLA-C1 e auséncia de ligantes
HLA-C2 e HLA-Bw4 foi observado aumento de suscetibilidade, levantando-se entdo a
hipétese de haver relagdo entre KIR ativadores com suscetibilidade a doenca e
possivel relagdo com a patogénese do CC. Analises relativas a frequéncia dos genes
KIR, demonstraram maiores frequéncias dos genes KIR2DS1, KIR2DS5 e KIR3DS1
em casos (CIN3/CC) do que nos controles (p = 0,06; p = 0,07 e p = 0,009/0R = 1,64
respectivamente), sugerindo-se relagdo de aumento de risco especialmente quando
receptores inibidores protetivos nao estavam presentes (CARRINGTON et al, 2005).

Em sentido contrario, em estudo publicado por Arnheim et al. em 2005, ao
avaliar relacédo entre genes e gendtipos KIR e carcinogénese cervical em populagao
sueca, observou-se relagdo de gendtipo inibidor com aumento de risco de NIC e
nenhuma relacdo do numero de genes ativadores e desenvolvimento de leséo
intraepitelial cervical. Além disto, neste mesmo estudo o alelo KIR2DL5B*002
apresentou frequéncia significativamente maior (p = 0,003/OR = 0,5) em controles
saudaveis do que em casos de NIC, sugerindo associagdo inversa com O
desenvolvimento da doenca. Ndo se encontrou associagdo do numero de genes
ativadores e o desenvolvimento desta neoplasia (ARNHEIM et al, 2005).

Estudo australiano publicado em 2013 por Brestovac et al. avaliou relagao de
infeccdo pelo HPV, lesbes de alto grau e receptores KIR. Neste estudo ndo se
encontrou diferenga estatistica entre genes KIR e mulheres com infeccao por HPV 16

e 18 ou com gendtipos HPV néo 16 ou 18. Também nao se encontrou diferenga quanto
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ao numero de genes KIR ativadores ou inibidores comparando-se casos e controles.
Apenas os genes KIR2DL2 e KIR2DS2 apresentaram fraca correlagéo protetiva para
lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau. Nenhum gene KIR apresentou forte
associagao com lesdes precursoras de alto grau (BRESTOVAC et al, 2013).

Marangon e colaboradores, publicaram estudo de genes envolvidos na
resposta imune e desenvolvimento de doencga cervical relacionada ao HPV
(MARANGON et al, 2013) e Zhang e colaboradores estudando a distribuigédo e status
funcional das células NK em tecido cervical infectado por HPV 16 e 18 sugeriram que
embora o numero de células NK estivesse aumentado, sua fungcao efetora estava
diminuida em tumores causados por HPV16 (ZHANG et al., 2019).

Em 2014 foi publicado artigo de Rizzo et al. Sua pesquisa investigava relagcao
de ligantes HLA-C e alelos KIR com HPV e lesdes cervicais. Neste estudo identificou-
se haver relagédo de risco aumentado de infec¢ao pelo HPV quando da presenga de
ligantes HLA-C2 e nas infecgdes por HPV alto risco encontrou-se relagcdo com
homozigose de ligantes HLA-C1. Encontrou-se maior frequéncia de HLA-C1/KIR2DL2
e HLA-C1/KIR2DL3 nas pacientes com HPV de alto risco e carcinoma cervical
invasivo, comparativamente a pacientes com condiloma (OR = 1,33 e 3,68
respectivamente). Deste trabalho concluiu-se que interagdo de ligantes HLA-C1 e
gene KIR2DL2 e HLA-C1 e KIR2DL3 levam a inibicdo de resposta de células NK para
a infeccao pelo HPV contribuindo para o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas
(RIZZO et al, 2014).

Apos longo periodo sem publicagao nesta area, em 2022, Tembhurne et al.
estudando mulheres naturais da india, demonstraram que o gene KIR2DS5 estava
com frequéncia significativamente aumentada em mulheres com cancer cervical
comparativamente a mulheres HPV positivas (p = 0,02/0R = 2,42) e controles
saudaveis (p = 0,01; OR = 2,34), enquanto a frequéncia de KIR2DL5B estava
auentado em controles saudaveis comparativamente a mulheres HPV positivas (p =
0,02/0OR = 0,36) e KIR2DL1 apresentou-se aumentado nos controles saudaveis
comparativamente aos casos com cancer cervical (p = 0,01/0OR = 0,1). Neste mesmo
estudo foi reportado pela primeira vez frequéncia significativamente alta de gene
KIR2DL1 em controles saudaveis, indicando sua possivel protecido contra o cancer
cervical. Ainda, foi observado frequéncia significativamente alta de gene KIR2DL3 em
mulheres infectadas pelo HPV (p = 0,04/OR = 0,35) comparativamente a mulheres

com cancer cervical, o que deve ser um biomarcador para infec¢gbes virais



35

(TEMBHURNE et al, 2022).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto maior denominado “Polimorfismos
genéticos e expressao de genes relacionados ao sistema imune e ao ciclo celular no
carcinoma uterino associado a infecgao pelo papilomavirus humano”, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Erasto Gaertner sob nimero de protocolo:
P.PN°1943. Todas as mulheres leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (anexo |) e responderam a um questionario epidemiologico

(anexo II).

3.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

3.2.1 Critérios de inclusao

Grupo-caso: ter entre 15 e 47 anos de idade, possuir diagndstico histolégico
de NIC 2 ou 3 apds procedimento cirurgico (Cirurgia de alta frequéncia — CAF ou
Conizacao).

Grupo-controle: ter entre 15 e 47 anos de idade, ter realizado exame citolégico

no dia da entrevista, auséncia de lesdo cervical.

3.2.2 Critérios de exclusao
Presenca de gravidez e imunossupressao.

Conforme descrito na tabela 1, foi selecionada uma amostragem randomizada
de pacientes e controles composta por 447 mulheres, sendo assim classificadas:
e Pacientes (NIC2 e NIC3) - Hospital Erasto Gaertner (HEG), Curitiba — PR
- diagnostico: bidpsia/cirurgia de alta frequéncia (CAF)
- indicagao de tratamento cirurgico para NIC de alto grau
NIC 2 — n=90
NIC 3 — n=94

e Controles HPV positivo — Secretaria de Saude/ Campo Largo — PR
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Citologia cervical normal/Captura Hibrida/genotipagem por PCR-multiplex
HPV (+) - n=70
e Controles HPV negativo - Secretaria de Saude/ Campo Largo — PR
Citologia cervical normal/ Captura Hibrida
HPV (-) —» n= 193

As etapas de: coleta de material biolodgico, entrevista para obtengédo de dados
epidemiologicos, extracao de DNA, deteccao e genotipagem HPV foram realizadas
anteriormente, como parte do trabalho desenvolvido para a tese de doutorado
“Carcinoma cervical e suas lesdes precursoras: fatores epidemiolégicos e o papel dos
genes MICA, NKG2D, HLA-B e HLA-DRB1 na oncogénese do cancer (DE FRANCA,
2012). A deteccéo de HR-HPV (tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e
68) foi realizada a partir de amostras de DNA isoladas de esfregago cervical e
submetidas a técnica de Captura Hibrida, com auxilio do kit Digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test (Digene). Amostras HPV positivas foram genotipadas por PCR-
multiplex, para detectar os sete tipos de HPV oncogénicos de maior prevaléncia
associados ao CCU no Brasil: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 52. Amostras positivas
para deteccao de HPV, mas negativas para a genotipagem por PCR foram testadas
novamente para confirmagado dos resultados, pelo método de hibridizagdo reversa
utilizando o kit comercial Digene HPV Genotyping RH (Qiagen) (GILLIO-TOS et al.,
2012).

3.3 CONTROLE DE QUALIDADE DAS AMOSTRAS DE DNA

As amostras previamente congeladas e disponiveis passaram por avaliacdo
de qualidade para que pudessem ser utilizadas. Concentracdo e pureza foram
medidas por leitura de densidade dtica utilizando espectrofotdmetro NanoDrop 2000.
O DNA extraido previamente a partir de amostras de sangue por salting-out teve sua
concentragdo ajustada para 20 ng/uL, quando possivel. Casos em que né&o foi
possivel, aceitou-se concentragdes acima de 5 ng/uL, conforme especificagdo da

técnica de genotipagem utilizada.
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3.4 GENOTIPAGEM DE GENES KIR

A técnica de genotipagem KIR utilizada baseia-se em amplificagdo multiplex
utilizando pares de primers sequéncias especificas (PCR-SSP), seguida da analise de
curva de dissociacao (“melting curve”) dos fragmentos amplificados (AMORIM et al,
2018).

O preparo das amostras, preparo da PCR e avaliagdo dos resultados foram
realizados no Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade da UFPR (LIGH).
As PCRs ocorreram nas dependéncias do Laboratorio de Citogenética Humana e
Oncogenética (LabCHO) da UFPR com utilizacdo do ViiA 7 real-time PCR system
quando utilizadas placas de 384 pogos (16 amostras por placa) ou gPCR_7500 para
as placas de 96 pocgos (4 amostras por placa).

Para a validagdo da metodologia foram utilizadas 16 amostras, sendo 8 delas
com resultados conhecidos e obtidos por PCR-SSO e 8 com resultados de PCR-SSP
com subsequente analise de curva de dissociagao, de acordo com Amorim et al. As
amostras utilizadas foram fornecidas pelo Laboratério LIGH e por Amorim et al, 2018,
respectivamente. Todos os resultados encontrados tiveram concordancia com
resultados prévios registrados para as referidas amostras.

Os oligonucleotideos Invitrogen by Thermo Fisher Scientific fornecidos
liofilizados por Induslab Comeércio de Produtos para Laboratorio a 25nM foram
ressuspendidos em agua ultrapura conforme recomendado (genes KIR a 200 uM e
GALC a 100 uM). As combinagdes de primers foram preparadas para as 24 reacgdes
e mantidos em aliquotas congeladas para facilitar o uso e manter sua integridade. Os
mixes das PCRs foram preparados no momento do uso, conforme a placa a ser
utilizada, contemplando 4 ou 16 amostras por placa.

Conforme especificagado técnica, o controle de qualidade dos resultados
encontrados é baseado na comparacao dos picos das curvas de dissociagdo com
diferentes pares de primers para 0 mesmo gene KIR e avaliagado do controle interno
de amplificagdo. Quando possivel, dois genes diferentes sdao amplificados juntos na
mesma reagao, sendo um deles de alta frequéncia e funcionando como controle
interno. Em casos onde esta estratégia ndo € possivel, o controle interno de
amplificacdo utilizado foi o gene galactosylceramidase (GALC), localizado no
cromossoma 14g31.3. Pelo menos dois pares de primers foram usados para verificar

a presencga ou auséncia de cada gene KIR, exceto para genes KIR2DS1, KIR3DL3 e
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para o pseudogene KIR3DP1. A homologia do KIR2DS1 com outros genes KIR e
sequéncia similar em particular com gene KIR2DL1 torna dificil o desenho de um
segundo par de primers que seja especifico. No entanto, o par de primers usado é
altamente especifico e amplifica todos os alelos reportados. Auséncia de KIR3DL3 ou
KIR3DP1 nao € frequente e & observado em somente poucos individuos conforme
Allele Frequency Database (GONZALEZ-GALARZA et al, 2020). Com relagao ao gene
KIR2DS4, sua presenca € avaliada com trés diferentes reagdes. Um par de primers
amplifica todos os possiveis genes KIR2DS4. Alelos do gene KIR2DS4 séo entéo
diferenciados em duas novas amplificagdes, podendo-se observar a presenca do gene
KIR2DS4full ou do KIR2DS4dell, quando da delecao de 22 pares de bases.

A analise dos picos das curvas de dissociagao é realizada baseando-se em
parametros pré-estabelecidos e exportados do software QuantStudio Real-Time PCR
(Thermofisher Scientific). A interpretacao das 24 reag¢des para cada uma das amostras
foi realizada manualmente analisando-se o0s picos presentes em cada reagao,

conforme consta do suplemento de Amorim et al., 2018.

3.5 ANALISE DE DADOS

Para avaliar a influéncia individual de cada gene KIR, de cada
haplétipo/gendtipo no risco de infecgao pelo virus HPV, foram feitas analises
comparativas entre: a) mulheres infectadas pelo HPV com ou sem lesdo precursora
do CC [NIC2, NIC3, HPV (+)] e mulheres nao infectadas pelo HPV [HPV(-)] e b)
mulheres infectadas pelo HPV sem lesdo precursora [HPV(+)] e mulheres nao
infectadas pelo HPV [HPV(-)].

Para avaliar a influéncia individual de cada gene KIR, de cada
haplétipo/gendtipo no desenvolvimento da lesdo precursora do CC, foram feitas
analises comparativas entre mulheres com lesdes intraepiteliais cervicais (NIC2 e
NIC3) versus mulheres HPV+ sem leséo.

Para avaliar a influéncia individual de cada gene KIR, de cada
haplétipo/gendtipo na evolugao do grau da leséo precursora do CC, foram feitas
analises comparativas entre mulheres com lesdes intraepiteliais cervicais (NIC2 e
NIC3).

Nas analises comparativas, os genes de moldura (KIR2DL4, KIR3DL2,

KIR3DL3 e KIR3DP1) foram excluidos devido ao fato de estarem presentes em todas
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as amostras. Da mesma maneira, o pseudogene KIR2DP1, que nao faz parte dos
genes de moldura, também nao foi considerado por n&do ser considerado funcional.

De acordo com Allele Frequency Net Database, qualquer individuo que possui
em seu repertorio os genes KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1 e KIR2DS4 é categorizado
como portador do haplétipo A. Por outro lado, qualquer individuo que possui em seu
repertorio KIR os genes KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5
e KIR3DS1 é categorizado como portador do haplétipo B. Aquele individuo que nao
apresentar qualquer um dos genes caracteristicos do haplétipo B sera considerado
como possuindo gendtipo homozigoto A/A. Os individuos que sé possuem genes KIR
caracteristicos do haplétipo B serdo considerados homozigotos B/B, enquanto aqueles
portadores dos haplétipos A e B sao considerados como heterozigotos (A/B). O atual
sistema AFND né&o faz distingao entre os gendtipos A/B e B/B sendo designados como
tendo gendtipo B/x (GONZALEZ-GALARZA et al, 2020).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia de presenca ou auséncia de cada gene KIR foi calculada por
contagem direta (frequéncia do portador ou fp) e baseando-se neste dado, foram
identificados os gendtipos.

As frequéncias génicas foram estimadas pela formula de Bernstein:
Frequéncia génica (fe)=1—\/ (1- fr) sendo fp a frequéncia observada do gene nos
grupos investigados. A formula de Bernstein assume que as frequéncias seguem as
propor¢cdes de Hardy-Weinberg (BERNSTEIN, 1906).

Para o calculo dos valores de p, Odds ratio (OR) e intervalo de confianga (IC)
de 95% utilizou-se o software estatistico R (R Core Team, 2022) verséo 4.2.1 (TEAM,

2022). Comparacgdes estatisticas com p < 0.05 foram consideradas significativas.

4 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo descritas as caracteristicas demograficas dos casos (NIC2
e NIC3) e controles [HPV (+) sem lesdo e HPV (-)], tendo participado deste estudo um
total de 447 mulheres, distribuidas em quatro grupos: mulheres com lesbes
precursoras do cancer cervical (NIC2 e NIC3), mulheres HPV (+) sem lesdo precursora
e mulheres HPV (-).



TABELA 1 — CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS CASOS E CONTROLES

CASOS CONTROLES

NIC2 (n=90) NIC3(n=94) HPV (+) (n=70) HPV (-)(n=193)
Idade

31,1471 32,6+6,6 27,2+6,7 32,6+7,3
Idade 1%relagao

16,0+2,5 16,6+3,1 15,525 16,2+3,7
N° gestacées
1,8+1,3 2,2+22 1,6 £1,3 2,841,8

Sem dado - - 13 29
Fumantes (%)
Sim 37,8 27,7 18,6 23,3
Ex-fumante 17,8 22,3 41,4 35,8
Nunca 44 4 49,0 40,0 40,4
Sem dado - 1,0 - 0,5
Idade 1°parto

18,613,2 20,245 18,313,3 19,6144
Uso contraceptivo (%)
Sim 69,9 72,3 42,9 40,9
Nao 30,1 26,6 57,1 58,6
Sem dado 1,1 0,5
Antecedentes IST (%)
Sim 3,3 13,8 15,7 14,0
Nao 96,7 85,1 82,9 85,0
Sem dado 1,1 1,4 1,0
N° parceiros (total)

4,0(2,0-6,0) 4,0(2,0-8,0) 5,0(2,0-20,0) 5,0(3,0-10,0)
N° parceiros
(altimos 12 meses)

1,0(1,0-1,0) 1,0(1,0-1,0) 1,0(1,0-2,0) 1,0(1,0-1,0)

CASOS CONTROLE
NIC2 (n=90) NIC3(n=94) HPV (+) (n=70)

HPV alto risco (%)
16 36,7 45,7 15,7
18 1,1 1,1 7.1
16 e outros 26,7 21,3 11,4
18 e outros 3,3 2,1 1,4
16 e 18 1,1 1,1 1,4
16,18 e outros - 4.3 -
Outros 31,1 24,5 27,1
SR* - - 35,7

Valores apresentados como média + desvio padrao, mediana (IQR=intervalo interquartil, 25-75%), ou %

*SR = sem resultado
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4.1 FREQUENCIAS DOS GENES KIR NOS GRUPOS NIC2, NIC3, HPV (+) E HPV
(-) INDIVIDUALMENTE

As frequéncias dos genes KIR inibidores, ativadores, pseudogenes e genes
de moldura (framework genes) estao demonstrados na tabela 2 e na figura 11 para os
quatro grupos estudados.

Os genes de moldura (KIR3DL2, KIR2DL4, KIR3DL3 e KIR3DP1), assim
designados por estarem presentes em todos os hapldtipos, apresentaram-se como

esperado, com frequéncia de 100% em todos os grupos.

TABELA 2 — NUMEARO DE INDIVIDUOS PORTADORES DOS GENES KIR, SUAS FREQUENCIAS E
FREQUENCIAS GENICAS ESTIMADAS EM CASOS E CONTROLES

Casos (n=184) Controles (n=263)
Genes KIR NIC 2 (n=90) | NIC 3 (n=94) |HPV (+) (n=70) | HPV (-) (n=193)
n (%) | fG n(%) ‘ fG n(%) | fG n(%) | fG

Genes de moldura/pseudogenes
KIR3DL2 90(100) | 1 94(100) | 1 70(100) | 1 193(100) | 1
KIR2DL 4 90(100) | 1 94(100) | 1 70(100) | 1 193(100) | 1
KIR3DL3 90(100) | 1 94(100) | 1 70(100) | 1 193(100) | 1
KIR3DP1 90(100) | 1 94(100) | 1 70(100) | 1 193(100) | 1
KIR2DP1 89(99,0)| 0,9 | 91(97,0)| 0,8 | 69(99,0) | 0,9 | 188(97,4) | 0,8
Genes Inibidores
KIR2DL 1 89(99,0) [ 0,9 | 91(97,0)| 0,8 | 69(99,0) | 0,9 | 187(97,0) | 0,8
KIR2DL2 48(53,3) | 0,3 | 51(54,3) | 0,3 | 16(23,0) | 0,1 | 108(56,0) | 0,3
KIR2DL3 84(93,3) | 0,7 | 85(90,4) | 0,7 | 61(87,1) | 0,6 | 172(89,1) | 0,7
KIR2DL5 57(63,3) | 0,4 |59 (63,0) | 0,4 | 20(29,0) | 0,2 | 111(58,0) | 0,4
KIR3DL1 86(96,0) | 0,8 |90 (96,0) | 0,8 | 65(93,0) | 0,7 | 184(95,3) | 0,8
Genes Ativadores
KIR2DS1 41(46,0) | 0,3 | 46(49,0) | 0,3 | 13(19,0) | 0,1 | 82(43,0) ] 0,2
KIR2DS2 48(53,3) | 0,3 | 52(55,3) | 0,3 | 12(17,1) | 0,1 | 55(29,0) | 0,2
KIRSDS3 27(30,0) | 0,2 |27 (29,0) | 0,2 | 16(23,0) | 0,1 60 (31,0)| 0,4
KIR2DS4 86(96,0) | 0,8 |90 (96,0) | 0,8 | 66(94,3) | 0,8 | 184 (95,3) | 0,8
KIR2D S4full 50(56,0) | 0,3 |40 (43,0) | 0,2 | 28(40,0) | 0,2 | 101 (52,3) | 0,3
KIRS2DS4D 62(69,0) | 0,4 |77 (82,0) | 0,6 | 55(79,0) | 0,5 | 139 (72,0) | 0,5
KIR2DS5 39 (43,3) | 0,3 |42 (45,0) | 0,3 | 24(34,3) | 0,2 | 72(37,3) | 0,5
KIR3DS1 40 (44,4)| 0,3 | 38(40,4) | 0,2 | 28(40,0) | 0,2 | 80(42,0) | 0,2

LEGENDA: n= n°de individuos portadores dos genes KIR, fG(%)=frequéncia génica estimada de acordo com

a formula de Bernstein
KIR2DS4D - gene KIR2DS4 com delecéo de 22 pb no exon 5. KIR2DS4full — gene funcional
FONTE: A autora (2024).
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O pseudogene KIR2DP1, bem como os genes inibidores e ativadores
apresentaram frequéncias similares nos quatro grupos, com exceg¢des para 0s genes
inibidores (KIR2DL2 e KIR2DL5) e genes ativadores (KIR2DS1, KIR2DS2) que
apresentaram distribuicdes diferentes com significancia estatistica nas comparacodes

entre os grupos.

FIGURA 11 — COMPARAGCAO DA FREQUENCIA DOS GENES KIR NOS CASOS E CONTROLES
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FONTE: A autora (2024).

4.2 AVALIACAO COMPARATIVA DAS FREQUENCIAS DOS GENES KIR NOS
CASOS (NIC2 E NIC3) E CONTROLES (HPV+ E HPV-)

4.2.1 Avaliagdo comparativa entre os grupos estratificados pelo critério de infeccéo
pelo HPV

Nas comparacgdes entre grupos estratificados pelo critério infeccdo pelo HPV
[(NIC2, NIC3 e HPV(+)] e nao infecgao [(HPV(-)], observou-se que o gene inibidor
KIR2DL2 (p =0,03; OR=10,7;1.C.95%:[0,5 — 0,9]) mostrou-se mais frequente no grupo
de mulheres nao infectadas. O gene ativador KIR2DS2 (p < 0,001; OR = 1,9;
1.C.95%:[1,3 — 2,9]), mostrou-se mais frequente no grupo de mulheres HPV(+)
(Tabela 3) .
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TABELA 3 — NUMERQ DE INDIVIDUOS PORTADORES DOS GENES KIR, SUAS FREQUENCIAS
E FREQUENCIAS GENICAS ESTIMADAS: NIC2, NIC3 E HPV (+) VERSUS HPV (-)

NIC 2,3, HPV*
Genes KIR (n=254) HPV - (n=193) OR | IC (95%) p
n%) | fc n%) | fG

Genes
Inibidores
KIR2DL 1 249(98,0) 0,9 187(96,9) | 0,82 - - 0,46
KIR2DL 2 115 (45,3) 0,3 | 108(56,0) 0,3 0,7 0,5-0,9 0,03
KIR2DL3 230(90,6) 0,7 172(89,1) 0,7 - - 0,53
KIR2DL5 136(53,5) 03| 111(57,5) | 04 - - 0,44
KIR3DL 1 241(94,9) 0,8 184(95,3) 0,8 - - 1
Genes
Ativadores
KIR2DS1 100(39,4) 0,2 82(42,5) 0,24 - - 0,56
KIR2DS2 112(44,1) 0,3 | 55(28,5) 0,2 1,9 1,3-2,9 | <0,001
KIRSDS3 70(27,6) 0,2 60(31,0) 0,4 - - 0,46
KIR2DS4 242(95,3) 0,8 | 184(953) | 0,8 - - 1
KIR2D S4full 118(46,5) 0,3 101(52,3) 0,3 - - 0,25
KIRS2DS4D 194(76,4) 05| 139(72,0) | 05 - - 0,27
KIR2DS5 105(41,3) 02| 72(37,3) | 05 - - 0,4
KIR3DS1 106(41,7) 02| 80415 | 02 1

LEGENDA: p= Valor de p, OR=0dds ratio, IC (95%)=intervalo de conflanga de 95%

Valores de p<0,05 considerado significativo

n = numero de individuos portadores do respectivo gene, % - frequéncia, fG(%)=frequéncia génica
estimada de acordo com a férmula de Bernstein
FONTE: A autora (2024).

4.2.2 Avaliagdo comparativa em mulheres HPV (+) estratificadas pela presenca ou
nao de lesao intraepitelial cervical

Nas comparagdes entre todas as mulheres HPV+ estratificadas pelo critério
(NIC 2 e NIC 3) versus
controles HPV(+), os genes KIR2DL2 (p < 0,001; OR = 3,9; 1.C.95%:[2,1 - 7,5]),
KIR2DL5 ( p <0,001; OR =4,2; 1.C.95%:[2,3 — 7,9]) e os genes KIR2DS1 (p < 0,001;
OR=3,9¢e1.C.95%:[2,0-7,9]) e KIR2DS2 (p <0,001; OR =5,7;1.C.95%:[2,9 - 11,8])
mostraram-se mais frequentes no grupo de mulheres com lesées (NIC2 e NIC3)

da presenca ou auséncia de lesao intraepitelial cervical,

(Tabela 4).
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TABELA 4 - NUMERQA DE INDJViDUOS PORTADORES DOS GENES KIR, SUAS
FREQUENCIAS E FREQUENCIAS GENICAS ESTIMADAS: NIC2 E NIC3 VERSUS HPV (+)

Casos Controles
Genes KIR NIC2e 3 (n=184) | HPV *(n=70)
n%) |fca| n) |fc| or | ic(os%) p
Genes Inibidores
KIR2DL1 180(97,8) 0,9 [69(98,6) 0,9 - - 1
KIR2DL2 99(53,8) | 0,3 |16(23,0) 0,1 3,9 2,1-7,5 <0,001
KIR2DL3 169(91,9) | 0,7 |61(87,1) 0,6 - - 0,7
KIR2DL5 116(63,0) 0,4 |20(28,6) 0,2 4,2 | 2,34-7,85 <0,001
KIR3DL1 176(95,7) | 0,8 | 65(92,9) | 0,7 - - 0,37
Genes Ativadores
KIR2DS1 87(47,3) 0,3 |13(18,6) 0,01, 3,9 2,04-7,9 <0,001
KIR2DS2 100(54,4) 0,3 |12(17,1) 0,1 5,7 2,9-11,8 <0,001
KIRSDS3 54(29,4) | 0,2 |16(22,9) 0,1 - - 0,3
KIR2DS4 176(95,6) 0,8 [66(94,3) 0,8 - - 0,74
KIR2DSA4full 90(48,9) 0,3 | 28(40,0) 0,2 - - 0,21
KIRS2DS4D 139(75,5) 0,5 [55(78,6) 0,5 - - 0,74
KIR2DS5 81(44,0) | 0,3 |24(34,3) 0,2 - - 0,2
KIR3DS1 78(42,4) 0,2 | 28(40,0) 0,2 - - 0,73

LEGENDA: p= Valor de p, OR=0dds ratio, IC (95%)=intervalo de confian¢a de 95%

Valores de p<0,05 considerado significativo

n = nimero de individuos portadores do respectivo gene, % - freqiéncia, fG(%)=frequéncia génica
estimada de acordo com a férmula de Bernstein

FONTE: A autora (2024).

4.2.3 Avaliagdo comparativa entre grupos de mulheres sem leséo intraepitelial cervical

Comparando-se mulheres HPV(+) sem lesdo versus mulheres HPV(-),
observou-se que a presenca dos genes inibidores KIR2DL2 (p < 0,001, OR = 0,2,
1.C.95%:[0,1 - 0,4]), KIR2DL5 (p < 0,001, OR = 0,3, 1.C.95%:[0,2 - 0,5]) e do gene
ativador KIR2DS1 (p < 0,001, OR = 0,3, 1.C.95%:[0,2 - 0,6]) mostraram-se mais
frequentes e com significancia estatistica no grupo de mulheres HPV- (Tabela 5).
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TABELA 5 - NUMERQA DE IND!ViDUOS PORTADORES DOS GENES KIR, SUAS
FREQUENCIAS E FREQUENCIAS GENICAS ESTIMADAS: HPV (+) VERSUS HPV (-)

Controles
Genes KIR HPV *(n=70) HPV" (n=193)
n%) | fG n(%) | fG | OR | IC(95%) p

Genes Inibidores

KIR2DL1 69(98,6) | 0,9 |187(96,9) | 0,8 - - 0,68
KIR2DL2 16(23,0) | 0,1 |108(56,0) | 0,3 | 0,2 0,1-0,4 <0,001
KIR2DL3 61(87,1) 0,6 |172(89,1) 0,7 - - 0,87
KIR2DL5 20(29,0) | 0,2 |111(58,0) | 0,4 | 0,3 0,2-0,5 <0,001
KIR3DL1 65(92,9) | 0,7 |184(95,3) | 0,8 - - 0,53
Genes Ativadores

KIR2DS1 13(19,0) 0,1 82(43,0) 0,2 | 0,3 0,2-0,6 <0,001
KIR2DS2 12(17,1) | 0,09 | 55(28,5) | 0,2 - - 0,06
KIRSDS3 16(22,9) | 0,1 60(31,0) | 0,4 - - 0,22
KIR2DS4 66(94,3) | 0,8 |184(95,3) | 0,8 - - 0,75
KIR2DS4full 28(40,0) | 0,2 |101(52,3) | 0,3 - - 0,08
KIRS2DS4D 55(78,6) | 0,5 |139(72,0) | 0,5 - - 0,34
KIR2DS5 24(34,3) 0,2 72(37,3) 0,5 - - 0,77
KIR3DS1 28(40,0) | 0,2 80(41,5) | 0,2 - - 0,83

LEGENDA: p= Valor de p, OR=0dds ratio, IC (95%)=intervalo de confian¢a de 95%

Valores de p<0,05 considerado significativo

n = numero de individuos portadores do respectivo gene, % - frequéncia, f{G(%)=frequéncia génica
estimada de acordo com a formula de Bernstein

FONTE: A autora (2024).

4.2.4 Avaliacao comparativa entre grupos de mulheres com lesao intraepitelial cervical

Na analise comparativa entre os grupos de mulheres NIC3 e NIC2 (Tabela 6)

nenhum gene apresentou diferenga estatistica significativa entre os dois grupos.
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TABELA 6 - NUMEBO DE INDIVIDUOS PORTADORES DOS GENES KIR, SUAS FREQUENCIAS E
FREQUENCIAS GENICAS ESTIMADAS: NIC3 VERSUS NIC2

Casos
Genes KIR NIC 3 (n=94) NIC 2 (n=90)

n(%) fG n(%) fG p
Genes Inibidores
KIR2DL1 91 (96,8) 0,8 89 (99,0) 0,9 0,3
KIR2DL?2 51 (54,3) 0,3 48 (53,3) 0,3 0,9
KIR2DL3 85 (90,4) 0,7 84 (93,3) 0,7 0,5
KIR2DL5 59 (63,0) 04 57 (63,3) 0,4 0,9
KIR3DL1 90 (96,0) 0,8 86 (96,0) 0,8 0,9
Genes Ativadores
KIR2DS1 46(49,0) 0,3 41 (46,0) 0,3 0,7
KIR2DS?2 52(55,3) 0,3 48 (53,3) 0,3 0,8
KIRSDS3 27(29,0) 0,2 27(30,0) 0,2 0,9
KIR2DS4 90(96,0) 0,8 86(96,0) 0,8 0,9
KIR2D S4full 40(43,0) 0,2 50(56,0) 0,3 0,1
KIRS2DS4D 77(82,0) 0,6 62(69,0) 04 0,1
KIR2DS5 42(45,0) 0,3 39(43,3) 0,3 0,9
KIR3DS1 38(40,4) 0,2 40(44,4) 0,3 0,9

LEGENDA:

p= Valor de p, Valores de p<0,05 considerado significativo

n = numero de individuos portadores do respectivo gene, % - frequiéncia

fG(%)=frequéncia génica estimada de acordo com a formula de Bernstein

KIR2DS4D - gene KIR2DS4 com delegéo de 22 pb no exon 5. KIR2DS4full - gene funcional
FONTE: A autora (2024).

4.3 GENOTIPOS IDENTIFICADOS NOS CASOS E CONTROLES

Um total de 78 gendtipos diferentes foram identificados no presente estudo.
Por padronizagao, designados pela sigla GID (genotype ID), 22 gendtipos foram
identificados no grupo de casos NIC2 (n=90), 27 no grupo de casos NIC3 (n=94), 16
no grupo controle HPV* (n=70) e 61 no grupo controle HPV- (n=193). Oito gendtipos
foram comuns aos quatro grupos: GID# 1,2,3,4,5,6,7,71. Nao foi detectado neste
estudo, nenhum gendtipo ainda ndo identificado, de acordo com AFND.

Conforme Figura 12, pode-se observar os 14 gendtipos mais frequentes nos
grupos de casos e controles, totalizando entre 62,2% e 85,7% de frequéncia em cada
um dos grupos. No grupo de casos, o genotipo GID#1 (homozigoto AA) apareceu em
47 individuos, correspondendo a 28,9% no grupo de casos NIC2 e 22,3% no grupo de
casos NIC3. Gendtipos AB foram identificados em 148 mulheres dos grupos de casos

(71,1% NIC2 e 77,7% NIC3), sendo que os gendtipos mais frequentes no grupo de
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casos NIC2 foram: GID#3 com frequéncia de 13 vezes; GID#2, identificado 11 vezes;
GID#5 em 6 individuos; GID#4 identificado 5 vezes e GID#7, 4 vezes. No grupo de
casos NIC3 os gendtipos mais frequentes foram: G/ID#2 identificado 14 vezes, GID#4
identificado 12 vezes, GID#5 identificado 10 vezes, GID#3 identificado 5 vezes e
GID#7 identificado 4 vezes. No grupo controle HPV (+) (n=70) o gendtipo AA foi
identificado em 25 mulheres, sendo 23 GID#1 e 2 GID#180, num total de 35,7% dos
casos. O gendtipo AB foi identificado em 44 individuos (62,8%), sendo que 0s cinco
genotipos mais frequentes foram: GID#2 com frequéncia de 10 individuos, GID#4
identificado em 7 individuos, GID#5 em 6 individuos, GID# 3 em 5 individuos e
empatados com 3 individuos cada um, GID#7 e GID#71. Os demais genotipos AB
apareceram uma ou duas vezes apenas. Um individuo neste grupo foi identificado
com o gendtipo homozigoto BB, GID#74. No grupo controle HPV (-) (n=193), foram
identificados 61 gendtipos. O gendtipo AA (GID#1) foi identificado em 21,8% dos
individuos. O gendtipo AB foi identificado em 151 individuos (78,3%), sendo que os
cinco gendtipos com maior frequéncia foram: GID# 2, GID# 4, GID# 2, GID# 51, GID#
19 e GID#18, contendo respectivamente 16, 9, 9, 8 e 7 individuos.

FIGURA 12 - GENOTIPOS COM MAIORES FREQUENCIAS NOS CASOS NIC2 E NIC3 E
CONTROLES HPV(+) E HPV (-)

| Genes de moldura Casos Controles

Haplétipo A Haplétipo B Pseudogenes NIC2 NIC3 HPV+ HPV -

2DS1|2DS2|2DS3 [2DS5 [3DS1[2DP1 | 3DP1 [2DL4(3DL2|3DL3[ n [ % [ n [ % [ n | % n| %
X X X X X X X X X 26 [28,89| 21 [22,34| 23 [32,86| 42 | 21,76
X X X X X X X X X X X X X 11 [12,22| 14 [14,89]| 10 |14,29| 16 | 8,29
X X X X X X X X X X X X X X X | 13[1444] 5 [5319] 5 [714 [ 5 | 259
X X X X X X X X X X X | 5 [5556] 12 [12,77] 7 10 | 9 [466
X X X X X X X X X X X X X 6 [6,667] 10 [10,64| 6 8,57 4 [ 207
X X X X X X X X X X X X X X X X 3 (3333 3 [3,191| 2 2,86 5 | 259
X X X X X X X X X X X X X X X | 4 [4444] 4 [4255] 3 [429[ 3 [ 155
X X X X X X X X X X X X xlolofof o 1 1143 [ 4 [ 207
X X X X X X X X X X X X X x o ofJofo 0 0 7 | 363
X X X X X X X X X X 0 0 0 0 0 0 8 | 415
X X X X X X X X X X X Xx o[ ool o 0 0 4 | 207
X X X X X X X X X X X x ol ofof o 0 0 4 | 207
X X X X X X X X X X X X 0 0 0 0 0 0 9 | 466
X X X X X X X X X X X X 1 [1.111] 1 [1,064] 3 4,29 2 1,04
68 | 75669 |734| 57 | 857|120 62,2

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: Identificagdo dos gendtipos (GID) e haplétipos que o compdem, com respectivos genes
presentes. Frequéncia (%) e numero de portadores de cada gendtipo em cada grupo estudado.

Comparando-se os quatro grupos (APENDICE 1), cinquenta e trés gendtipos
foram identificados em apenas um deles. Apenas no grupo de casos NIC2 foram
identificados os gendtipos GID#13, 21, 32, 112, 205 e 361. Apenas no grupo NIC3
foram identificados os gendtipos GID#12, 24, 56, 91, 113 e 382. Apenas no grupo
HPV+ foram identificados os gendtipos GID# 180, 74, 75, 89 e 154. Apenas no grupo
HPV- foram identificados 36 gendtipos GID# 16, 17, 18, 19, 20, 25, 27, 30, 31, 33, 38,
44, 51, 58, 61, 63, 64, 81, 94,118, 193, 200, 260, 289, 294. 319, 337, 339, 370, 381,
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477, 553, 554, 566, 587 e 685. Ao todo cinco gendtipos encontrados na populagao
estudada ainda ndo constavam catalogados em individuos da populagéo brasileira até
Sao eles: GID#63, GID#205, GID#361, GID#384 e
GID#477, tendo aparecido em um unico individuo do grupo HPV negativo os gendtipos
GID#63, GID#384 e GID#477; em um unico individuo do grupo NIC2 o GID#205; em
3 individuos do grupo NIC2 o GID#361 e em 2 individuos do grupo HPV+ (GID#384)
(FIGURA 13).

a finalizagcdo desta redacéo.

FIGURA 13 - GENOTIPOS NAO CONSTANTES DO AFND EM POPULAGAO BRASILEIRA
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FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: Identificacdo dos gendtipos (GID) e haplétipos que o compdem, com respectivos genes
presentes. Frequéncia (%) e numero de portadores de cada gendétipo em cada grupo estudado.

4.4 AVALIAGAO COMPARATIVA DE GENOTIPOS KIR ENTRE OS GRUPOS DE
CASOS E CONTROLES

Quanto aos gendtipos, conforme descrito na tabela 7, nos quatro grupos a
predominéancia foi de gendtipo AB, com frequéncias variando de 62,9% HPV (+),
71,1% (NIC2), 77,7% (NIC3) a 78,30% [HPV (-)]. A presenca de gendtipo AA,
apresentou frequéncia de 21,8% no grupo HPV(-), 22,3% no grupo NICS3; 28,9% no
grupo NIC2 e 35,7% no grupo HPV (+). O gendtipo BB foi observado em um unico
individuo do grupo controle HPV* resultando em uma frequéncia de 1,4%.

TABELA 7 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS: CASOS (NIC2 E NIC3) E CONTROLES [HPV (+)
E HPV (-)]

Casos Controles
Lo - HPV (+ HPV (-
Gentipos/Hapl6tipos | ) (1=00) | NIC3(n=94) (n=7(0)) (n=19(3))
n % n % n % n %
A/A 26| 28,90 |21 22,3 25 35,7 42 21,8
A/B 64 71,1 73 77,7 44 62,9 151 78,3
B/B 0 0 0 0 1 1,4 0 0

LEGENDA: Haplétipo A: presenca dos genes KIR2DL1, KIR2DL 3, KIR3DL1 e KIR2DS4.
Haplétipo B presengca dos genes KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5 e KIR3DS1 FONTE: A autora (2024).

Conforme pode-se observar na tabela 8, o gendtipo AA mostrou-se menos
frequente em todos os grupos [NIC2, NIC3, HPV (+), HPV (-)] e em todas as
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comparagdes, sem no entanto apresentar diferenca estatistica entre os grupos.

TABELA 8 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS ENTRE OS GRUPOS.

NIC2, NIC3 e HPV (+) versus
Gendtipos HPV (-) NIC2e3 versus HPV (+) | HPV (+) versus HPV (-) NIC2 versus NIC3
/Haplétipos IC
p OR IC (95%) p | OR | IC(95%) p |OR | IC(95%) | p | OR | (95%)
L 0,9 0,6 1,6 0,7
A/B 0,5 0,6-1,3 0,1 0,3-1,1 0,1 0,9-3,0 |03 0,4-1,4
— 1 1 1 1
B/B
LEGENDA: p = valor de p, OR = Odds ratio, IC (95%) =intervalo de confian¢a de 95%. p < 0,05 considerado
significativo.

Andlise comparativa entre os grupos quanto aos genétipos.
FONTE: A autora (2024).

5 DISCUSSAO

O presente estudo € o maior ja realizado em populacéo brasileira investigando
polimorfismo de genes KIR em pacientes com lesdes precursoras do cancer cervical
e controles, totalizando 447 individuos estudados, sendo 184 pacientes com lesdes
precursoras e 263 controles. E também a primeira vez que genétipos KIR foram
avaliados frente aos gendtipos que fazem parte do banco de dados internacional Allele
Frequency Net Database (AFND) em estudo com pacientes diagnosticadas com
lesdes precursoras do cancer cervical.

Além dos genes de moldura e pseudogenes (KIR3DL2, KIR2DL4, KIR3DLS3,
KIR3DP1 e KIR2DP1), os genes que apresentaram maiores frequéncias quando
analisados individualmente nos quatro grupos foram os mesmos: KIR2DL 1, KIR2DL 3,
KIR3DL1 e KIR2DS4. Alguns genes sobressairam-se com menores frequéncias, como
0 gene KIR2DS3, sendo o de frequéncia mais baixa no grupo com leséo e no grupo
HPV (-), sendo também um dos menos frequentes no grupo HPV(+) sem les&o. Estes
dados corroboram frequéncias encontradas em populagao brasileira de acordo com a
base de dados AFND e publicagdo de Jobim e colaboradores (GONZALEZ-GALARZA
et al., 2020; JOBIM et al., 2013).

Nas analises comparativas entre os quatro grupos estudados, encontrou-se
significancia estatistica quanto aos genes inibidores KIR2DL2 e KIR2DL5 e quanto
aos genes ativadores KIR2DS1, KIR2DS2.

Observou-se que o gene ativador KIR2DS2 apresentou frequéncia
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significativamente aumentada em mulheres infectadas com ou sem lesao,
comparativamente as nao infectadas e juntamente com KIR2DS1 apresentou maior
freqUéncia no grupo das infectadas com lesdo comparativamente com as infectadas
sem lesdo. Na comparagao das mulheres sem lesao entre si, infectadas ou néao, o
gene KIR2DS1 apresentou maior frequéncia no grupo HPV negativo, possivelmente
estando envolvido na destruicdo da célula alvo infectada, contribuindo para um
resultado negativo quanto a presenga do virus. Quanto ao gene KIR3DS1 relatado
por Carrington como fator de maior risco para lesdo de alto grau, ndo se confirmou no
presente estudo (CARRINGTON et al., 2005).

Comparando-se mulheres HPV (+) entre si, grupo com lesdo versus sem
lesado, observou-se frequéncia aumentada dos genes ativadores KIR2DS1 e KIR2DS2
em mulheres com lesado, sugestivo de predisposicdo ao desenvolvimento de lesao
precursora de alto grau. Com relagao ao gene KIR2DS1, esta possivel relagdo com
predisposicao a presenca de lesdo foi mencionada por Carrington et al em 2005,
porém com fraca associagcdo (CARRINGTON et al., 2005). Quanto ao gene KIR2DS2,
Brestovac et al demonstrou através de seu estudo, relacdo inversa ao aqui
encontrado, relatando possivel correlacdo de protecdo para lesdes intraepiteliais
cervicais de alto grau (BRESTOVAC et al., 2013).

Em nossos resultados, quanto aos genes KIR inibidores, comparando-se
grupo de mulheres HPV (+), com ou sem leséao, versus HPV (-) observou-se frequéncia
significativamente aumentada do gene KIR2DL2 em mulheres HPV (-), sugerindo-se
efeito de protecao a infecgao quando da presenca deste gene. O mesmo foi observado
na comparacgao entre os grupos HPV(+) sem lesédo versus HPV(-), onde juntamente
com o gene KIR2DL2, o gene KIR2DL5 também apresentou frequéncia maior no grupo
HPV (-). Sabendo-se que receptores inibidores participam da educacao das células
NK, supde-se que células educadas pela contribuicdo destes receptores, teriam uma
melhor capacidade de reconhecer a auséncia do proprio e identificar as células
infectadas (BODREAU et al., 2019).

Nas comparagbes entre grupo de mulheres HPV (+) com lesdo versus
mulheres HPV (+) sem lesao, observamos também diferenga significativa com maior
frequéncia dos gene inibidores KIR2DL2 e KIR2DL5 no grupo com lesao, sugerindo-
se contribuicdo para o desenvolvimento de lesdo precursora cervical de alto grau. A
principio estes resultados parecem intrigantes. Genes agindo na protecao a infecgao

mas envolvidos no contexto de um processo neoplasico. Sabe-se porém, que células
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tumorais ndo necessariamente diminuem a quantidade de HLA na superficie celular,
pelo contrario, muitas vezes sua expressdao € aumentada, sobretudo devido a
inflamacao ocasionada na vigéncia de tratamentos quimioterapicos. Numa minoria de
casos ocorre a diminuicdo da expressdao de moléculas HLA. Assim, as células
neoplasicas muitas vezes conseguem escapar do ataque de células NK, mesmo tendo
sido bem educadas (BOUDREAU e HSU, 2018). Além disto, recentemene foi
demonstrado que KIR2DL5 é ligante da molécula de adesdao PVR (receptor de
poliovirus), ligacdo esta, que regula a citotoxicidade das células NK contra células
tumorais. Quando ha a ligagdo PVR/KIR2DLS ha a diminuigdo da citotoxicidade da
célula NK (REN et al., 2022). Expresso em malignidades, o PVR é tipicamente baixo
em tecidos normais e niveis mais elevados tém sido associados a um mau prognaéstico
em diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer cervical (LIU et al., 2022). Em relagao
ao aqui encontrado quanto a estes dois genes inibidores, estudo em populagéo
australiana em 2013 corrobora em parte estes resultados. Brestovac e colaboradores
relataram fraca correlagdo protetiva do gene KIR2DL2 para lesdes intraepiteliais
cervicais de alto grau (BRESTOVAC et al., 2013). Rizzo et al. em 2014 investigando
relacao de ligantes HLA-C e alelos KIR com HPV e lesdes cervicais concluiram que
interacao de ligantes HLA-C1 e genes KIR2DL2/2DL 3 levam a inibicao de resposta de
células NK para a infecgao pelo HPV contribuindo para o desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas (RIZZO et al., 2014). Quanto ao gene KIR2DL5, em trabalho
desenvolvido em populagdo da india encontrou-se frequéncia mais alta no grupo de
mulheres saudaveis do que no grupo de mulheres HPV (+), contribuindo para a
provavel relacdo de protecao deste gene contra a infeccéo pelo HPV. Neste mesmo
estudo foi reportado pela primeira vez frequéncia significativamente alta de KIR2DL 1
em controles saudaveis, indicando sua possivel protegdo contra o cancer cervical.
Ainda, foi observado frequéncia significativamente alta de KIR2DL3 em mulheres
infectadas pelo HPV o que deve ser um biomarcador para infeccdes virais
(TEMBHURNE et al., 2022). Estes resultados ndo foram confirmados em nosso
estudo.

Na comparagao entre mulheres com lesdes intraepiteliais cervicais de grau 2
com mulheres com lesdes grau 3, ndo se encontrou diferenca entre os genes
estudados individualmente.

Como ja exposto, receptores inibidores estdo envolvidos no processo de

educacgao das células NK e seu preparo para o reconhecimento de células infectadas
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por virus. Os resultados aqui encontrados no que se refere ao receptor KIR2DL2, que
se encontra aumentado no grupo das mulheres nédo infectadas pelo HPV, estaria
relacionado com um reconhecimento mais efetivo da célula infectada, quando ocorre
a diminui¢cao da expressao de moléculas HLA.

Neste contexto, vale ressaltar que se torna de grande importancia a
comparagao da composicdo de genes ativadores e inibidores que compdem o
repertério do individuo mas sobretudo a avaliagdo dos ligantes HLA, visto que a
presenga ou auséncia dos respectivos ligantes para receptores ativadores e/ou
inibidores sera capaz de resultar em diferentes graduagdes de ativagéo ou inibicao da
resposta citotoxica.

No presente estudo foram identificados 78 gendtipos diferentes, todos eles ja
descritos na base de dados AFND. Constatou-se que destes, cinco ainda ndo constam
catalogados em populacéo brasileira na base de dados do AFND, tendo sido no
entanto, descritos em outras populagdes: o gendtipo GID#477 foi descrito apenas na
populagao chinesa, em 26 individuos, o GID#384 foi descrito em populacido da Franca,
Macedobnica, Ird e Espanha, o GID#361 foi descrito apenas na Indonésia, o GID#205
consta descrito na populagdo da india, China, Tailandia, Vietham, Macedénia e
Republica Tcheca e o GID#63 em populagdo da Alemanha, Tailandia, Macedénia,
Bélgica, india, Grécia, Bulgaria, Republica Tcheca, China, Ird e Uzbequistdo
(GONZALEZ-GALARZA et al., 2020).

Gendtipos associados aos haplotipos B, que contém predominantemente
genes KIR ativadores, foram encontrados em maior propor¢gao em todos 0os grupos
estudados. Na analise comparativa entre os grupos, ndo houve, no entanto, diferenca
significativa quanto aos gendtipos.

A populagao brasileira esta pouco representada nesta base de dados, onde
constam resultados de genotipagem KIR de apenas 2.400 individuos. Precisamos
juntar esforgos para que o repertorio KIR de brasileiros seja mais estudado visando
avancar na analise da importancia deste marcador envolvido na resposta imunoldgica,
trazendo beneficios para a ciéncia e em especial as mulheres brasileiras, ainda muito
acometidas pela infec¢ao pelo HPV e em consequente risco de desenvolvimento do

cancer cervical.
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5.1 LIMITACOES

No presente estudo ndo foram analisados casos de cancer cervical
propriamente, nem foram analisados os genes dos ligantes para os receptores KIR,
as moléculas HLA, caracterizando-se estes como fatores limitantes para uma analise

mais aprofundada.

5.2 PERSPECTIVAS

Para futuro, a perspectiva € a continuidade desta pesquisa estendendo-a para
pacientes diagnosticadas com cancer cervical, incluindo a avaliagdo dos ligantes dos
receptores KIR, com o objetivo de se ter um melhor entendimento dos resultados aqui
encontrados e uma compreensao mais ampla no que se refere ao papel do repertério
KIR na dindmica da resposta imunoldgica frente a este diagndstico tdo comprometedor

para a saude e vida das mulheres.

6 CONCLUSAO

e Os genes de moldura KIR3DL2, KIR2DL4, KIR3DL3 e KIR3DP1 além do
pseudogene KIR2DP1, bem como os genes inibidores e ativadores
apresentaram frequéncias similares nos grupos participantes do estudo.
Encontrou-se significancia estatistica quanto aos genes inibidores (KIR2DL2
e KIR2DL5) e os genes ativadores (KIR2DS1 e KIR2DSZ2) quando das
comparagoes entre os grupos.

e 0O gene KIR2DS1 apresenta-se com frequéncia aumentada no grupo das nao
infectadas, sugerindo-se possivel associagdo de protecao contra infecgao
pelo HPV. Quando a infeccéo esta presente, no entanto, assim como ocorre
com o gene KIR2DS2, o gene KIR2DS1, com frequéncia significativamente
maior no grupo das mulheres com lesdao precursora, sugere-se estar
associado positivamente com a presenca de lesédo.

¢ O aumento da frequéncia do gene KIR2DL2 no grupo das infectadas deve-se
as pacientes com lesdes precursoras. Na auséncia de lesdo, sua frequéncia
€ maior no grupo das HPV negativas comparativamente as HPV positivas.
Por este achado, sugere-se que este gene esteja associado com protecéo a

infeccdo, mas quando da sua presenga, como com o gene KIR2DL5, haveria
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associagao positiva com o desenvolvimento de lesdo precursora do cancer
cervical.

Nao houve diferenga estatistica significante na comparacéo entre os genes
comparando-se os grupos NIC2 e NIC3.

Nao houve diferenca estatistica significante na estratificagcdo e comparagéao
entre os grupos pelo critério da infeccdo pelo HPV ou pelo critério da
presencga da lesao no que se refere as frequéncias genotipicas.

Nosso estudo contribui fornecendo dados referentes ao envolvimento das
células NK no cenario da resposta a infeccao pelo HPV e no desenvolvimento
de lesdes precursoras além de apresentar pela primeira vez a descricdo dos
gendtipos encontrados em populagdo brasileira avaliada para o

desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical.
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ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO a) Vocé esta sendo convidado para
participar da pesquisa intitulada “A investigagéo de polimorfismos genéticos em tecido
normal e tecido cervical neoplasico como marcadores do desenvolvimento e
progressao do cancer do colo do Utero”. E através da pesquisa cientifica que avancos
médicos sado possiveis e, portanto a sua participagao é de importancia fundamental.
b) O objetivo principal do trabalho presente é a investigagao de certas caracteristicas
do sistema imune que sao capazes de eliminar o virus do papiloma humano (o HPV)
na grande maioria das mulheres. O HPV é transmitido durante a relacdo sexual sem
protecdo e, na maioria das mulheres, 0 mesmo é eliminado pelo sistema imune.
Entretanto, em algumas mulheres a infec¢cao pelo HPV pode perdurar levando a
alteracdes detectaveis pelo Exame de Papanicolaou, ou até mesmo ao cancer do colo
do utero. A participacdo de mulheres livres de doenga e infectadas pelo HPV é de
grande importancia para atingir um entendimento fundamental e possivelmente o
desenvolvimento de métodos de diagndsticos novos, vacinas e novas drogas. c) Se
vocé decidir participar desta pesquisa, além do Exame de Papanicolaou para o qual
vocé foi referida a este Hospital, as suas células cervicais serédo testadas para a
presenca do HPV. Além disto, vocé sera convidada a doar 10mL de sangue a ser
coletado com material estéril e a preencher um questionario breve. d) Vocé pode ser
positiva para a infeccao pelo HPV e ter o resultado do Exame de Papanicolaou normal.
Se o seu resultado for positivo para HPV, sera oferecido a vocé o gerenciamento de
rotina e exames repetidos. e€) Nao ha riscos para vocé além daqueles pertinentes a
coleta rotineira de sangue. f) E seu direito ter toda informacdo referente & sua
participacao e os resultados de todos os exames realizados com as suas amostras a
qualquer hora. g) A sua participacédo neste estudo é voluntaria. h) O material
relacionado a pesquisa sera acessivel somente aos pesquisadores diretamente
envolvidos na pesquisa e pelas autoridades legais. Se qualquer informacao vier a ser
publicada ela sera codificada e, portanto a sua confidencialidade sera mantida. Acesso
aos resultados a terceiros n&o sera permitido, incluindo empregador, supervisores,
companhias de seguro, etc. Uma aliquota do seu DNA extraido das suas células
cervicais sera enviada ao Laboratorio de Epidemiologia Molecular da “Universita degli

Studi di Torino” (Italia) para a analise da infec¢ao pelo HPV e o status de metilagéo do
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HLA-G. i) Nao cabera qualquer custo a vocé quanto aos procedimentos e exames
realizados nesta pesquisa. j) Pela sua participacdo neste estudo vocé nao recebera
qualquer pagamento. k) Os pesquisadores responsaveis por este projeto sao prof.2
Dr.2 Maria da Graga Bicalho, tel.: (41) 3361-1729 (laboratério), (41) 9973-5855
(celular), prof. Dr. Newton Sérgio de Carvalho (41) 3335-7474 e Dr. Carlos Alfonso
Maestri (41) 3361-5000 e na Italia o prof. Franco Merletti (tel.: +39 011 633430606),
Chefe da Unidade de Epidemiologia do Céancer, “Universita degli Studi di Torino”

Eu, li

o texto acima e compreendi a natureza e o objetivo da pesquisa para a qual eu fui

convidada a participar. A explicacao recebida enfatizou o fato de eu precisar doar uma
amostra de sangue e material do colo de utero e de que eu sou livre de interromper
minha participagao a qualquer momento que eu decida fazé-lo sem que isto prejudique
qualquer acompanhamento médico na Instituigdo onde estou consultando.

Eu voluntariamente concordo em participar desta pesquisa.

Paciente/Controle Assinatura Data Pesquisador
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ANEXO Il - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

**Teve reélacao sexual nas Gltimas 24h7? Se positivo excluir do estudo.

Questionario para avaliacio dos fatores de risco.
ID: Nome:

Data de nascimento:

RGICPF:

1.

Idade em que occorreu a primeira relacio sexual (anos) |||

Mimero de parceiros sexuais desde o inicio da atividade sexual || |

Uso de hormdnios contraceptivos:
a) Faz uso de hormdnios contraceptivos (presente) Sim || Nao |_| Fez
uso? Qual (is):

b) ldade em que iniciou o uso | ||

¢} Tempo de uso do anticoncepcional durante a vida | | |

Mimero de gestacdes | | |

a) ldade ao primeiro parto |||

Escolaridade: () Ens. Fundam. Incomp. {_) Ens. Médio. Incomp. {_) Ens.
Superior Incomp. () Ens. Fund. Comp. () Ens. Médio Comp. {_) Ens.
Supeior Comp.

Etnia: {_) Branco () Preto { JPardo () Asiatico

Fumante
a) Sim|_|
b) Ex-fumante | |
¢) Nunca ||
c.1) Fuma ha quanto tempo? (anoes) |_|_|



b.1) Parou ha quanio lempa? {ancs) || |
b.¥) Furnau por quanba bempa? (anos) |||
b.3) Cigarresidia | |_|]

8 Cuando fod o (Emo preventiva? || |
Més ang

8 Apreseniou alguma citologia oncoica (PREVENTIVO) alterada? Sim ||
Mo ||

10. Mibmers de parceinos sexuais nos Emoes 12 meses |||

11. Uso de preservalive nes dlimos 12 meses:
i Regular |_| ii. Dcarnanal | | ii. Munca | |

12. Ususria de DIU |_| s || ndo
Se refirou o MU, a quanta ndo Tar moss uso | || anos

15. Anlecedentes d= DST
a. Temou levealguma DST*F San|_| Mo ||
“rdio considerar s= a pacienls esliver no momenta em ralamenlo para
le=dn de alio grauw.

14. Caulerizachion
a) M4 beve alguma caufernizacko?
Maa ||

Sim| |  Cola| | Vagna || Vulva || Aaus | |

16. Cuanias diologias oncdficas (presentivo) foram (eitos duranie a vida? |

Erviresistad o
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ANEXO Ill - SUPLEMENTO de Amorim et al., 2018

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6433384/bin/NIHMS1006733-supplement-
Supplementary Material.docx

65



ANEXO IV - Artigo publicado

EDTORIAL

CURRENT SCENARIO OF BIOMARKERS IN
CERVICAL CANCER AND ONCOGENESIS BY HPV

CENARIO ATUAL DOS BIOMARCADORES NO CANCER CERVICAL E NA ONCOGENESE PELO HPV

Lucigne Rocha Ernlund Pangracia’ ®, Danielle Betina de Oliveira Traesel’ ©,
Newtan Sérgio de Carvalho™ ©, Maria da Graga Bicalho™ ©

Cervical cancer {OC) 15 relsted to HPY mdection and represcnis
the thard cause of cancerm womsen. Annually, more than 500,000 new
cases are reporied worldwade, with significant death rates. It devel-
ops due to genebc and epigenetic alterabons that control cell growth
and dafferentiabion, and may cause death. These allerations mduce
uncentrolled cell division and invasson of cervical tissue have severe
consequences o women's health!'!. CC incidence and mortality
drop considerably since the impl on of = ing bests and
vaccination stralegies. Nevertheless, CC continues o have a high
meadence, manly m low-mncome countries, where these programs
do mot cover lerritonal frontiers and there 1s lack of resources o
mplement vaccmation or screening bests. Oncogenic HPY types
reached 25% of cases in Brazil over the last :.nm:':'..l:nd there was
oo modification on HPY types after four years of the vaccmation
program, sccording lo Tota et al ", Usually, screening bests in Braceil
cover women from 25 b 64 years old. According to Teixeim et al ¥,
rates of CC under the age of 25 tend 1o mcrease, and women over
6d achieved roughly 20% of CC on research of Brazilian women
from two high-income cities.

HPY 16 and 1% are the predommant gemotypes Imked to pr-
gression Lo invasive cancer. HPY uses evasion mechansms of the
mmune system m early and labe stages of the infection, causng its
perssience i culaneous and mucosal hssues. lis conbinuous expres-
sion of viral proteins E6 and ET contnibute to disease progression'®.
Starting lesions are well defined and classified into cervical intraep-
nthehal neoplasm 1. 2, and 3, with grade 3 being the lighest level
of evolution. Factors such as age, smoking. sexually transmitted
disease, long-lerm oral contraceplive use, and parity are associsted
to a higher nsk of cervical cancer development' 2, Many CIN 1, 2,
and some CIN 3 lesions spontaneously revert. Evien though, treat-
ment 15 shll needed. because they have gh chances bo progress"™"
Treatment just after diagnoss can include from large kop excision
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of the trans formation zone (LLETZ), loop electrosungical excision
pracedure { LEEF) iz cold-knife conszaten (CKC), and somelimes
other reatment modalities, as laser or cryosurgery. Incidence among
young women has expressive rbes, and tretment can relate bo severne
consequences in the reproductive function, such as felal conse-
guences of low birth weight, premature barth, and miscarmage™ '™,
Mulecular markers appear o be of fundamental importance, not
only to make the diagnostic, bul also o belp the treatment estab-
lishmenl, workmg as a tool 1o assess the individual patient’s sk of
having cancer. The best biomarker would be 1% sensibality and
specificity, which is not a reality yet''. Baomarkers specific to cer-
vical cancer would be of great value, making ot possable w idennfy
which CC precursor lessons would progress, influencing climical deci-
sion-making. Scientslic research focus on findmg bomarkers from:
= identificatson of wrong protein expression due to oncogenes;
= detectson of methylation alterations on cell genes, predicting neo-
plasm process;
= idemtification of chromosomal or genetic modifications due o
wiral imlegratson;
= expresson of genic polymorphsm in association with a better
prognestic! -

The present edilonal was sritten is provide readers with ihe recent
scenaro regarding modecular markers and its impregnabality on
diagnosis, ireatment. and follow up of cervical precancer and can-
cer patsents. According to current |nerature, research artscles report
mamny passible biomarkers to help with cervical cancer diagnosis,
treatment, and prognosis. Immunaloge markers are of greal interest.
Programmed Death | (PD-1) and 115 lgand {PD-L1) can bockade
T lymphocytes function and allow umoral growth!'™. Allelsc van-
ations of Human Leukocyte Antigen (HLA ) genes are associated bo
genebic susceptibibily in cervical canoer developmenl in the presencoe
of hagherisk DNA-HPV11. The overexpression of HLA-E seems b
trigger signalizabon pathways o engage Natural Killer (WK acti-
valing receplors, such as MEGZIY, conmbuting to NK activaltion
against viral infection'™. The allelic variams MICAS008-00104 and
MICA®018:01 are associated to the nsk of OC development, and
MICA-12% Fal is related 1o the nsk of umonal development™.

Squamms cell caranoma anbigen {3CC-A ) s related 1o tumoral
size, stromal imvasion, and disease relapse’'; Carcmoma Embryonic
Amntigen (CEA) 1z hnked o cervical squamows neoplasia when it haxs
higher levels and impact om prognestss on cervical adenocarcinoma’.
There was no assocaation of Mannose-binding lectm (MEBL) with
lesions progression or with cervical ongeness'' "', However, products
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of MBL — MASP-1, MASP-2, and MAp-19, showed higher levels

related Lo tlumorl progression and a worse prognostic in cervical

neoplasia patients!™,

Protemns coded by virus oncogenes E6 and E7 mierfere in apop-
ip=is and cell regulabon. For that reason, lumor suppressor prolems,
such as p53, pl6©*=_ and Ki-67 were investigated as pobentzad targets.
Virus-inlected cells express pli to controd imegular cell cycle, which
1= not present i healtby cervical cells, but 15 one hundred percent
present m hagh-grade lesicns cells” . Protem 53 (p53 ) encoded by
the gene TP53, seems 1o be higher in patients with cancer stage 11,
11l and 1V, according 1o the Inlemational Federation of Gynecology
amd Oibstetrics (FIGOY), older than 438, and with amor siee == 4 mm
and. Absence of p53 1s significantly associaled with fumors <4 cm,
adenocare moma and deep invasion."™. Histedogical distnbutson of
Ki=67 1= modsfied, with HPY infecton bemg associated o high-nsk
HPY infiection’'™.

Some genes are imvelved i nooplastic processes. Gene cyclin-de-
pendent kmase inhibator 3 ({CDKN3) s lagher m cervical cancer
paticnis, related to it in 31.85% of cases with five years of survival.
In those patients that died, survival was of 14 months. fn vitro,
s imctvabion showed lower lamoral puh‘emhnn. which can be
used in the future to develop new sirategies to treat peoplasm''™.
The methylation process is of importance in the HPY oncogenic
pathway, and Famo et al " showed that INNA methy lation m HPY
positive women 5 associaled o high-nisk CIN. DNA methylation
m host penes and HPY genome is associated to cervical oncogene-
si=' %, Some molecules, such as GHSR, 55T, and ZIC1, from 3g
dumnt,intirm.masmclﬂndhlhighuriﬂ:ofpmgrmm
from precursor lesions detected by citology™. Gene STK31, after
abermrant methylation by ET-HPY 16, is conssdered an oncogenic
precursor and rsk marker 1o myvasve neoplasia'™.

Genotyping HPY 15 being incorporated in population screening,
and it is used 1o identify umoral aggressivencss. Whereas HPY
16 15 2 marker n-fl:i.gj:-rnk lesson, a betler disease-Iree survival
was observed in HPY 16 cases, more sensibive o treatment, with
a lower rate of growth, and betler immune response 1o virus™.
Besides genotyping, viral load, viral physcal status, and circudat-
ing fraction of DMNA-HPY are biomarkers that need 1o be better
understood™ S22

Crenomac and immunologic techmigques are the oncology vanguand,
whose applications include corvical cancer patsents. Limitations (o
the use of these lechmigues are costs and population size, which con-
tribuie 1o insufficient scientific evidence to change protocols in use.

From an overall reading of the available lilerature on biomark-
ers, we can conclude:
= PD-1/PD-L1 showed promising results m olber neoplasms, inds-

cating dsease progression and specific immunotherapy;

*  the methylation status of larget genes, such as STK31, s consid-
ered an oncogenic precursor and a sk marker o invasive neo-
plasia, even 1 1t 15 ot & real value for a blomarker;

= DNA-HPY already incorporated as a scoondary screeming Lest,
which is a substanta| ool to help clmic manzgement for papil-
lomavirus pabients.

Risk evaluation is of critical significance to choose a ther-
peutic strategy for patients that face HPV infection. The aim is

LOT ..J trar Dasscar Ser Tromn 3005650203 0103

to bring the best result to a specific patient, according Lo each
climical situation. Cervical cancer has a significant impact on
women’s hives, with many deaths related to this discase even
with screening tests. Immunclogical knowledge must be decp-
ened to bring efficient vigilance, a treatment with less morbadity
and better survival.
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Identificagcao dos genétipos (GID) e haplétipos que o compdem, com respectivos genes.

Frequéncia (%) e numero de portadores de cada gendétipo em cada grupo estudado.
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