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RESUMO: Obijetivo: investigamos a associacdo entre polimorfismos do gene C3 que
afetam a ativacdo do sistema complemento (SC) em pacientes com cancer cervical (CC).
Métodos: Foram estudadas 86 mulheres com CC e 78 controles. Trés polimorfismos do
gene C3 (rs2250656, rs2230199 e rs1047286) foram avaliados por PCR de sequéncia
especifica. Além disso, os niveis séricos do componente C3 foram dosados através do
ensaio imunoenzimatico (ELISA) em 40 pacientes (CC = 11 e neoplasia intraepitelial
grau I/11 (NIC) = 29) e 66 controles. Resultados: as frequéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas foram semelhantes entre mulheres com CC e controles, bem como entre tipos
histoldgicos. Os niveis séricos do componente C3 foram significativamente mais baixos
em mulheres com NIC I/11 (p =0,001) e CC (p =0,047) que no grupo controle. Concluséo:
nossos resultados sugerem que o possivel papel do componente C3 na fisiopatologia do
CC ndo esta relacionado aos polimorfismos funcionais investigados. Niveis séricos
reduzidos do componente C3 em mulheres com lesdes precursoras e CC sugerem a sua
clivagem, o que provavelmente esta associado a ativacao do SC e a manutencdo do estado
inflamatorio da doenca.
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PALAVRAS-CHAVE: Cancer cervical; Gene C3; Polimorfismos genéticos; Sistema
complemento.

POLYMORPHISMS OF THE C3 GENE AND SERUM LEVELS OF
THE C3 COMPONENT IN WOMEN WITH PRECURSOR LESIONS
AND CERVICAL CANCER

ABSTRACT: Objective: We investigated the association between C3 gene
polymorphisms that affect complement system (CS) activation and cervical cancer (CC).
Methods: A total of 86 women with CC and 78 controls were studied. Three C3 gene
polymorphisms (rs2250656, rs2230199, and rs1047286) were evaluated using sequence-
specific PCR. Additionally, serum levels of C3 were measured in 40 patients (CC = 11
and grade I/11 intraepithelial neoplasia (CIN) = 29) and 66 controls using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Results: Allele, genotypic, and haplotypic
frequencies were similar between women with CC and controls, as well as between
histological types. Serum C3 levels were significantly lower in women with CIN I/11 (p
= 0.001) and CC (p = 0.047) than those in the control group. Conclusion: Our results
suggest that the possible role of C3 in CC pathophysiology is not related to the functional
polymorphisms investigated. Reduced serum levels of C3 in women with pre-invasive
lesions and CC suggest cleavage, which is probably associated with CS activation and
maintenance of the inflammatory state of the disease.

KEYWORDS: C3 gene; Cervical cancer; Complement system; Genetic polymorphisms.

POLIMORFISMOS DEL GEN C3 Y NIVELES SERICOS DEL
COMPONENTE C3 EN MUJERES CON LESIONES
PRECURSORAS Y CANCER CERVICAL

RESUMEN: Objetivo: investigamos la asociacion entre los polimorfismos del gen C3
que afectan la activacion del sistema complement (SC) en pacientes con cancer de cuello
uterino (CC). Métodos: Se estudiaron 86 mujeres con CC y 78 controles. Se evaluaron
tres polimorfismos del gen C3 (rs2250656, rs2230199 y rs1047286) mediante PCR de
secuencia especifica. Ademas, los niveles séricos del componente C3 se midieron
mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) en 40 pacientes (CC =
11 y neoplasia intraepitelial (NIC) de grado I/l = 29) y 66 controles. Resultados: alelo,
genotipico y haplotipico. Las frecuencias fueron similares entre mujeres con CC y
controles, asi como entre tipos histoldgicos. Los niveles séricos del componente C3
fueron significativamente mas bajos en mujeres con NIC I/11 (p =0,001) y CC (p = 0,047)
que en el grupo de control. Conclusion: Nuestros resultados sugieren que un posible papel
del componente C3 en la fisiopatologia del CC no esta relacionado con los polimorfismos
funcionales investigados (rs2230199A>G y rs1047286C>T). Los niveles séricos
reducidos del componente C3 en mujeres con lesiones precursoras y CC sugieren su
escision, lo que probablemente esté asociado con la activacion del CS y el mantenimiento
del estado inflamatorio de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Cancer de cuello uterino; gen C3; Polimorfismos genéticos;
Sistema de complemento.
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1. INTRODUCAO

O céncer cervical (CC) é uma das neoplasias mais prevalentes entre mulheres em
todo o mundo, com cerca de 604.000 novos casos diagnosticados anualmente (WHO,
2024). Em razdo disso, a busca por métodos alternativos de triagem e a investigacdo de
biomarcadores precoces representam uma demanda de grande relevancia no ambito da
salde (Volkova; Pashov; Omelchuk, 2021). Embora a infeccdo pelo papilomavirus
humano (HPV) seja necesséria, ela por si sO ndo é suficiente para causar o
desenvolvimento das lesBes precursoras (neoplasia intraepitelial cervical - NIC) ou CC.
Isso sugere que fatores genéticos e imunoldgicos das pacientes influenciam no
desenvolvimento e na progressao tanto da NIC quanto do CC (Doorbar et al., 2012).

Dentre os fatores imunolégicos, o sistema complemento (SC) como parte do
sistema imune inato, atua em processos bioldgicos essenciais para a defesa do organismo,
incluindo o reconhecimento, fagocitose, lise e opsonizacdo de patdgenos e células
tumorais (Reis et al., 2017; Ricklin et al., 2010). No cancer, SC exerce uma funcao dupla:
por um lado, pode desencadear a resposta imune antitumoral, mediando a cit6lise e
modulando a resposta imune inata. Por outro lado, a ativacdo desequilibrada do SC no
microambiente tumoral favorece a imunossupressao das células T locais e a inflamacao
cronica, 0 que contribui para a evasao imunol6gica do tumor, além de promover seu
crescimento e metéstase (Reis et al., 2017; Revel et al., 2020).

O componente C3 € a molécula central na ativacdo do SC e tem sido associado a
tumorigénese de varios tipos de cancer, incluindo CC, tanto em modelos animais quanto
em humanos (Jeong et al., 2008; Markiewski et al., 2008; Reis et al., 2017). No entanto,
a influéncia dos polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) do gene C3 em pacientes
com CC ainda néo foi investigada. Os SNPs, rs2230199:A>G [p.Arg102Gly; Alétipos
C3S/F para migracao lenta/rapida em eletroforese] e rs1047286:C>T [Pro314Leu] do
gene C3, estdo localizados em éxons que codificam parte do fragmento C3b. C3b é uma
opsonina resultado da ativacdo do componente C3, e estd envolvida na eliminacdo de
complexos imunes, células tumorais e formacao da C3 convertase da via alternativa (Reis
et al., 2017; Ricklin et al., 2016). Ambas as substituicdes de SNPs afetam a funcdo C3b
e aativagédo do SC (Abrera-Abeleda et al., 2011; Heurich et al., 2011). Estudos funcionais
demonstraram que o alelo rs2230199 G ocasiona menor afinidade de C3b pelo fator H
(FH) (Abrera-Abeleda et al., 2011) sendo um regulador negativo da ativacdo do SC pela
via alternativa (VA) (Paun et al., 2016). Em contraste, o alelo rs1047286_T leva a uma

Arquivos de Ciéncias da Satide da UNIPAR, Umuarama, v. 29, n. 2, p. 984-998, 2025. ISSN 1982-114X 986



https://revistas.unipar.br/index.php/saude
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1982-114X
https://www.unipar.br/

|| % UNIPAR

UNIVERSIDADE PARANAENSE

maior afinidade de C3b pelo fator B (FB), um passo crucial na formacéo da C3 convertase
da via alternativa (Heurich et al., 2011). Além disso, ambos os alelos foram associados a
uma maior ativagdo da via alternativa (Heurich et al., 2011; Yates et al., 2007) e a varios
distdrbios inflamatorios relacionados ao SC (Sena et al., 2020; Térn et al., 2016)

Considerando a relevancia do SC na tumorigénese e a escassez de informac6es
sobre a atuacdo do componente C3 em NICs e CC, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o possivel papel dos polimorfismos do gene C3 no CC, bem como 0s niveis séricos
do componente C3 na patogénese de NIC I, NIC Il e CC.

2. METODOS

2.1 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica sob protocolo nimero 2.835.307,
do Hospital Erasto Gaertner (Curitiba, PR, Brasil). Todas as participantes que aceitaram
participar dessa pesquisa assinaram o termo escrito de livre consentimento, de acordo

com a Declaracao de Helsinque.

2.2 Participantes

Foram analisadas 86 pacientes com CC diagnosticadas por exame citoldgico
associado a colposcopia cervical. Destas, 63 (73%) apresentaram diagnostico de
carcinoma espinocelular (CEC) e 15 (18%) com adenocarcinoma; oito (9%) nédo
possuiam classificacdo histopatolédgica disponivel. Além disso, foram incluidas no estudo
29 pacientes com lesdes precursoras [NIC | = 15 (52%); NIC 1l = 14 (48%)]
diagnosticadas por meio de colposcopia cervical e exame histopatoldgico.

As pacientes foram recrutadas no ambulatério de ginecologia do Hospital Erasto
Gaertner (Curitiba, Brasil) no periodo de julho de 2017 a novembro de 2017 e de marco
de 2019 a margo de 2020. Os critérios de incluséo foram idade > 18 anos e diagnostico
de CC. Os critérios de exclusdo foram gravidez, positividade para sindrome da
imunodeficiéncia humana (HIV), doengas autoimunes diagnosticadas, uso de
corticosteroides e transfusdo sanguinea nos ultimos 60 dias.

O grupo controle foi composto por 78 mulheres com citologia negativa para NIC
e CC recrutadas na Unidade Bésica de Saude Nossa Senhora Aparecida (Curitiba, Brasil)

entre marco de 2019 e margo de 2020. Os critérios de inclusdo foram mulheres > 18 anos
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com citologia negativa para NIC e CC, sem queixas clinicas e auséncia autodeclarada de
doencas inflamatérias cronicas. Os critérios de exclusdo foram os mesmos das pacientes
com NIC ou CC. Os dados sociodemograficos foram obtidos de pacientes e controles por
meio de consulta a prontudrios eletrénicos e entrevistas através de questionario
padronizado (Tabela 1). Amostras de sangue periférico foram coletadas das participantes

para posteriores analises genéticas e soroldgicas.

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas do grupo controle e CC.

Controle % CcC % p
n=78 n=86
Idade 0.0006
20-35 25 32.05 11 12.79
31-40 14 17.95 25 29.07
41-50 25 32.05 17 19.77
>51 14 17.95 33 38.37
Ancestralidade 0.073
Eurodescedente 61 76.9 75 87.2
Afrodescedente 13 16.7 11 12.8
Indigena 4 6.4 0 0.0
Contraceptivos orais
Sim 23 29.5 55 64.0 <0.0001
Nao 55 70.5 29 33.7
Nao informado 0 0.0 2 2.3
Numero de gestacdes
0 14 17.9 2 2.3 0.006
1 10 12.8 15 17.4
2 19 24.4 18 20.9
=3 35 449 51 59.3
4Escolaridade 0.025
Ensino Fundamental 36 46.2 55 64.0
Ensino Médio 27 34.6 24 27.9
Universidade 12 15.4 6 7.0
Nenhum estudo 0 0.0 1 1.2
Nao informado 3 3.8 0 0.0
Estado civil 0.006
Solteira 18 23.1 6 7.0
Casada/unido estavel 47 60.3 57 66.3
Divorciada 6 1.7 11 12.8
Vilva 3 3.8 11 12.8
Dados ausentes 4 5.1 1 1.2

Valor de p<0,05 sdo mostrados em negrito. ?Baseado no sistema educacional brasileiro.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Um total de 86 mulheres com CC e 78 controles foram genotipadas para trés SNPs
do gene C3: rs2250656: A>G localizado no intron 2, rs2230199: C>G [p.Arg102Gli] no
éxon 3 e rs1047286: C>T [p.Pro314Leu] no exon 9 (Figura 1), usando o método de PCR-

SSP (Reacdo em Cadeia da Polimerase de Sequéncia Especifica), de acordo com o

2.3 Polimorfismos do gene C3

método descrito por Sena et al. (2020) (Sena et al., 2020). Esses SNPs foram selecionados
com base em seus efeitos na ativagdo do SC (Abrera-Abeleda et al., 2011; Rodriguez et
al., 2015), associacdo com doencas inflamatorias (Roostaei et al., 2019; Sena et al., 2020;
Toérn et al.,, 2016) e frequéncia populacional usando o banco de dados Ensembl
(http://www.ensembl.org). O DNA foi extraido usando o método salting-out descrito por
Cardozo (Cardozo et al., 2009). As amostras de DNA foram quantificadas em
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e diluidas

para 50 ng/ul e armazenadas a -20 °C até a amplificacao.

5’ : 3

E3e AGCCTC CAA Leucina
CAA CGG GGG Glicina

I

I

I

I

I

|

}

I

|

|
b e e - = = ‘ FH afinidade e e e e e e - - t FB afinidade
t VA ativagao t VA ativagdo

Figura 1: Localizacdo dos SNPs do gene C3 investigados.

O SNP rs2230199 (C>G) resulta na substituicdo do aminoéacido arginina com carga
positiva pela glicina neutra, reduzindo a capacidade de ligacdo da proteina reguladora
do fator H (FH) e consequentemente associando-se a maior ativacao da via alternativa

(VA) (Abrera-Abeleda et al., 2011). O rs1047286 (C>T) resulta na substituicdo do

aminoacido prolina pela leucina, causando maior afinidade pelo Fator B (FB), e esta

relacionado & maior ativacao da via alternativa (VA) (Abrera-Abeleda et al., 2011,

Heurich et al., 2011).
Fonte: os autores.

Arquivos de Ciéncias da Satide da UNIPAR, Umuarama, v. 29, n. 2, p. 984-998, 2025. ISSN 1982-114X 989



https://revistas.unipar.br/index.php/saude
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1982-114X
https://www.unipar.br/

|| % UNIPAR

UNIVERSIDADE PARANAENSE

2.4 Niveis sericos do componente C3

Os niveis séricos do componente C3 foram avaliados em 66 controles e 40
pacientes, 11 com CC e 29 com les6es precursoras (NIC | = 15; NIC Il = 14). Os grupos
foram pareados por idade (média nos controles: 39,1 anos; CC: 37,5 anos; NIC I/11: 35,6
anos; p > 0,05) e ancestralidade (euro-brasileiras nos controles: 81%, CC: 64%, NIC I/ 11
76%; p > 0.05).

A dosagem de C3 foi determinada usando ensaio imunoenzimético (ELISA)
desenvolvido internamente conforme descrito por Gracia et al. (2021) (Gracia et al.,

2021). Os dados sdo apresentados como médias e desvios padrao.

2.5 Anélise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem direta. Os
haplotipos foram inferidos usando os algoritmos EML e EBL em Arlequin (v.3.1). As
distribuicbes genotipicas euro e afro-brasileira nos controles e pacientes foram
comparadas usando o teste exato de diferenciacdo populacional (Raymond; Rousset,
1995). O pacote do software Arlequin v.3.1 foi usado para testar a hipo6tese de equilibrio
de Hardy-Weinberg (Guo; Thompson, 1992). Para analises de associacdo, foram
realizados testes independentes entre variaveis por meio do teste qui-quadrado com
correcdo de Yates ou teste de Fisher bicaudal. Os testes de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk foram utilizados para avaliar a normalidade dos dados de quantificacdo do
componente C3 utilizando o software GraphPad Prism (versdo 3.0). As comparacdes
entre médias foram realizadas por meio do teste t e dos testes de Mann-Whitney. As
estatisticas descritivas das concentracdes sericas de C3 foram apresentadas como média
e desvio padrdo. Valores de p < 0,05 foram ajustados por anélise de regressao logistica
utilizando o programa STATA v.9.2 (StataCorp, EUA). As covariaveis idade, etnia, uso
de anticoncepcionais orais, numero de gestacdes, escolaridade e stado civil foram
incluidas no modelo de regressao logistica quando apresentaram valor de p < 0,2 na

analise univariada. A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

3. RESULTADOS
A distribuicdo genotipica dos SNPs do gene C3 estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg nos controles e pacientes (p < 0,05). As frequéncias alélicas e genotipicas dos

SNPs estudados foram semelhantes as encontradas em europeus, de acordo com o banco

Arquivos de Ciéncias da Satide da UNIPAR, Umuarama, v. 29, n. 2, p. 984-998, 2025. ISSN 1982-114X 990



https://revistas.unipar.br/index.php/saude
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1982-114X
https://www.unipar.br/

de dados SNP (//www.ensembl.org/index.html). Além disso, as populacdes euro-
brasileira e afro-brasileira apresentaram frequéncias genotipicas semelhantes. O
desequilibrio de ligagdo (LD) foi elevado entre os alelos rs2230199G e rs1047286T em

pacientes e controles (R2 > 0,80; Figura 2).

Cancer Cervical Controle
@ o
(=] (=3
= 2| rs1047286 m 2| rs1047286 m
G o
=
o ~E| rs2230190 N 182230199
w 1s2250656 = w r$2250656 =

Figura 2: Grafico de desequilibrio de ligacdo dos trés SNPs do gene C3 em pacientes
com CC e controle.

N&o houve diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre 0s grupos
controle e CC, ou entre controle e os tipos histoldgicos de CC (CEC e adenocarcinoma).
Entretanto, houve tendéncia de associacao positiva do genétipo rs2250656 GG com CEC
(p = 0,058; odds ratio (OR) = 1,54 [IC 95% 0,86-2,76], e dos genotipos rs2230199 GG
e1047286_TT com CC tipo adenocarcinoma (p = 0,060; OU =1,57; [IC 95% 0,51-4,77]
e 0,053 OR =1,26 [IC 95% 0,38-4,12]) (Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncias alélicas e genotipicas de SNPs do gene C3 em pacientes com CC
e seus tipos histolégicos (CEC e adenocarcinoma) e controles.
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C3 SNPs Controle CcC CEC Adenoc. Controle  Controle  Controle CEC vs.
n=78 n=86 n=63 n=15 vs. CC vs. CEC VS. Adenoc.
Adenoc.
N (%) N (%) N (%) N (%) p p p p
rs2250656
(Intron 2)
AA 46 (59.0) 40 (46.5) 27 (42.9) 7 (50.0) 0.102* 0.058* 0.279* 0.836"
AG 29 (37.2) 36 (41.9) 28 (44.4) 5 (35.7) 0.120% 0.064% 0.568% 0.768%
GG 3(3.8) 10 (11.6) 8 (12.7) 2 (14.3) 0.085% 0.063% 0.165% 1.000%
A 121 (77.6) 116 (67.4) 82 (65.1) 19 (67.9) 0.410 0.250 0.335 0.830
G 35 (22.4) 56 (32.6) 44 (34.9) 9(32.1)
rs2230199
p.Argl02Gly
(Exon 3)
CcC 60 (76.9) 69 (80.2) 52 (82.5) 10 (71.4) 0.284% 0.319% 0.060% 0.418%
CG 18 (23.1) 15 (17.4) 10 (15.9) 3(21.4) 0.704% 0.530% 0.736% 0.455%
GG 0(0.0) 2(2.3) 1(1.6) 1(7.1) 0.498% 0.447% 0.152% 0.333%
C 138 (88.5) 153 (88.9) 114(90.5) 23(82.1) 1.000 0.699 1.000 0.737
G 18 (11.5) 19 (11.1) 12 (9.5) 5(17.9)
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rs1047286

Pro314Leu

(Exon 9)

cC 61(78.2) 72(83.7) 53(84.1) 11(78.6) 0.357* 0.399* 0.053* 0.102*

CT 17 (21.8) 13 (15.1) 10 (15.9 2(14.3) 0.427° 0.399° 1.000° 0.695°%

TT 0 (0.0) 1(1.2) 0 (0.0) 1(7.1) 1.000% na 0.152% 0.182¢

C 139(89.1) 157 (91.3) 116(92.1) 24 (85.7) 0.578 0.424 0.533 0.286

T 17 (10.9)  15(8.7) 10 (7.9) 4 (14.3)

CC: cancer cervical; CEC: carcinoma espinocelular; Adenoc: adenocarcinoma; #Modelo aditivo:

homozigoto para o haplétipo de analise vs heterozigoto vs demais haplétipos; &Modelo dominante:

homozigoto/heterozigoto para o haplétipo de analise vs. demais haplétipos; $Modelo recessivo:

homozigoto para o hapl6tipo de analise vs. demais haplétipos;

Os trés SNPs avaliados resultaram em uma combinacdo de cinco haplétipos
(ACC, GCC, AGT, GCT e AGC) (Tabela 3). Uma associacao do haplétipo C3 GCC com
CC (p=0,032; OR =2,92 [IC 95% 1,12-7,54]) e CEC (p = 0,021; OR = 3,12 [IC 95%
1,16-8,38]) foi observada no analise univariada; entretanto, a significancia ndo foi
mantida apds ajuste por regressdo logistica (CC: p = 0,348; OR = 1,34 [IC 95% 0,72—
247]; CCS: p = 0,274; OR = 2,51 [IC 95% 0,48-13,2]). Os demais hapl6tipos C3 nédo

foram associados ao CC ou aos tipos histoldgicos de CC avaliados.

Tabela 3: Haplétipos do gene C3 em pacientes com CC e os tipos histoldgicos (CEC e
adenocarcinoma), e controles.

C3 Controle CcC CEC Adenoc. Controle vs. Controle vs. Controle SCC vs.
Haplotiplos  n=156 n=172 n=126 =30 CcC CEC VS. Adenoc.
Adenoc.
N (%) N (%) N (%) N (%) p bruto p ajust.* p bruto p ajust.* p p
ACC 103 97(6.4) 70(55.6) 15(50.0) 0.132" 0.119" 0209  0.858"
(66.0) : . . . : : :

0.089% 0.085% 0.102% 0.684%
0.084% 0.063% 0.157% 0.825%
GCC 35(22.4) 55(32.0) 43(34.1) 10(33.4) 0.044% 0.346% 0.028* 0.167*  0.099" 0.903"
0.063% 0.033% 0.250%  0.244% 1.000%
0.032% 0.348% 0.021° 0.274®  0.058° 0.752%
AGT 17 (10.9) 14 (8.1) 9(7.1) 4(13.3) 0.192% 0.308* 0.697* 0.240*
0.452% 0.308% 0.753% 0.277%
0.500° n.a® 0.250° 0.360°
AGC 1(0.7) 5(2.9) 3(2.4) 1(3.3) 0.218% 0.328* 0.328* 0.578*
0.218% 0.328% 0.297% 0.578%

n.a® n.a® n.a® n.a®

GCT 0 1(0.6) 1(0.8) 0 1.000# n.a* n.a* n.a*

1.000% 0.447% n.a& n.a&

n.a® n.a® n.a® n.a®

CC: cancer cervical; CEC: carcinoma espinocelular; Adenoc: adenocarcinoma.
*valor de p ajustado por idade, etnia, uso de anticoncepcional oral e nimero de gestages. na=ndo se
aplica; #Modelo aditivo: homozigoto para o hapldtipo de analise vs heterozigoto vs demais haplétipos;
&Modelo dominante: homozigoto/heterozigoto para o haplétipo de analise vs. demais hapl6tipos;
$Modelo recessivo: homozigoto para o haplétipo de andlise vs. demais hapl6tipos.
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Os niveis sericos de C3 foram significativamente mais baixos em mulheres com
lesBes precursoras [NIC I/11] (média: 83,9 + 16,4 mg/dl; p = 0,001) e CC (média: 87,2 +
28,0 mg/dl; p = 0,047) do que no grupo controle (média: 102,1 + 23,8 mg/dl). Mulheres
com NIC I (média: 82,1 £ 9,7 mg/dl; p = 0,005) e NIC Il (média: 85,9 £ 21,7 mg/dl; p =
0,019) também apresentaram niveis mais baixos de C3 em comparacédo aos controles. Ndo

foram observadas diferencas significativas entre os demais grupos (Figura 3).

p=0.047
p=0.001,
p=0.019 ,
1
p=0.005 ,
. : p=0.350
; p=0.763
150 p=0.486
- |—
il
- , v Q0
g’ 100- ; e p— ( J O
™ % %)
o —r——
50..
n=66 n=15 n=14 n=29 n=11
c 1 L L L L
Controle NIC | NIC 1l NIC I/l CcC

Figura 3: Niveis séricos de C3 em controle, NIC I, NIC 11, NIC I/l e CC.
NIC I: neoplasia intraepitelial cervical grau I; NIC II: neoplasia intraepitelial cervical
grau Il; CC: cancer do colo do atero.
Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. Valores de p ajustados por regressao logistica
(ajustados por idade, ancestralidade, uso de anticoncepcionais orais e nimero de gestagdes). A dosagem
de C3 foi determinada por ELISA.

4. DISCUSSAO

Pesquisas sobre o papel do SC no desenvolvimento e progressdo de CC sdo
limitadas, com poucos estudos utilizando modelos animais e clinicos (Canales et al.,
2014; Jeong et al., 2008; Maestri et al., 2018; Markiewski et al., 2008). Os resultados do
presente estudo sugerem que o componente C3 do SC desempenha papel na
imunopatologia de NICs e CC. Observamos concentragdes séricas de C3
significativamente mais baixas em mulheres com lesdes precursoras e CC em comparagéo
aos controles. Esse achado pode estar relacionado a ativacdo do SC que leva a clivagem
do componente C3 e consequente reducdo de seus niveis circulantes, devido ao estado

inflamatdrio associado ao processo de tumorigénese na doenca.
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Nossa hipétese inicial era de que os alelos rs2230199 G e rs1047286 T
estivessem associados ao CC, promovendo a formacéo da C3 convertase e ativando SC
pela via alternativa (Abrera-Abeleda et al., 2011; Heurich et al., 2011; Paun et al., 2016),
0 que contribuiria para o processo inflamatorio cronico favorecendo o microambiente
tumoral. A ativacdo desequilibrada do SC no microambiente tumoral esta relacionada a
imunossupressdo local de células T, que promove evasdo imunoldgica, crescimento
tumoral e metéstase (Corrales et al., 2012; Markiewski et al., 2008; Reis et al., 2017).
Contudo, no presente estudo, os alelos rs2230199 G e rs1047286_T do gene C3, que
geneticamente predispem ao aumento da ativacdo do SC, nao foram associados ao risco
aumentado de CC. Embora o tamanho da amostra seja uma limitacdo, ndo se pode
descartar a possibilidade de que ele tenha influenciado os resultados. Além disso, o papel
dos polimorfismos do gene C3 no CC pode ser independente dos SNPs analisados.

A menor concentracdo sérica do componente C3 observada em pacientes com CC
e NIC I/11 sugere a clivagem de C3, provavelmente relacionado a ativagdo do SC e ao
estado inflamatdrio presente no microambiente tumoral e nas lesGes precursoras. Esta
hipbtese € reforcada pela extensa deposicdo de produtos de clivagem do C3 (C3b, iC3b e
C3c) no tecido tumoral de um modelo de camundongo com CC, indicando ativacédo local
do SC (Corrales et al., 2012). Nesse contexto, niveis séricos baixos de C3 podem resultar,
em parte, da ativacdo do SC devido a imunovigilancia (Revel et al., 2020).

A clivagem de C3 pode sugerir que o SC participa de mecanismos pro-tumorais,
como a imunossupressao de células T (Revel et al., 2020). Em contraste com 0s nossos
resultados, um estudo em mulheres coreanas com CC mostrou niveis plasmaticos
elevados do componente C3 em comparagdo com aquelas tratadas para doengas cervicais
benignas (Jeong et al., 2008). Alguns fatores podem ter influenciado os resultados
distintos em comparagdo com o presente estudo, entre eles, a média de idade das
participantes entre os estudos, bem como entre casos e controles, inclusdo de pacientes
em tratamento para doencas cervicais benignas, diferentes métodos de quantificacdo e
populagdes estudadas (Heurich et al., 2011; Ricklin et al., 2016). Em nosso estudo, a
quantificacdo do componente C3 foi realizada em uma coorte de mesma faixa etéria e
ancestralidade, e que n&o estava recebendo tratamento para CC ou outras condigfes que
afetassem o colo do utero.

Este estudo apresenta como limita¢éo o nimero reduzido de pacientes. Entretanto,

a amostra estudada dispGe de boa caracterizagdo clinica, dados que foram utilizados nos
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ajustes estatisticos para aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos. Além disso, as
amostras ndo possuiam genotipagem para 0s principais tipos de HPVs oncogénicos
(HPV16 e HPV18), 0 que seria importante para melhor caracterizacdo do grupo controle
e a classificacdo de pacientes com maior risco de progressao para CC. Estudos futuros,
com uma coorte maior e abrangendo todos os estagios de NIC e CC, sdo necessarios para
esclarecer o papel dos SNPs do gene C3 e do componente C3 nas lesdes precursoras e
CC.

Em conclusdo, este é o primeiro estudo a investigar a associacdo entre
polimorfismos funcionais do gene C3 e CC. Nossos resultados indicaram gue os alelos
rs2230199 G e/ou rs1047286_T, os quais predispdem os pacientes a alta ativacdo da via
alternativa do SC, ndo estdo associados a fisiopatologia do CC. Os niveis reduzidos do
componente C3 observados em mulheres com lesbes precursoras e CC e sugerem a
clivagem desse componente, que provavelmente esta associado a ativacdo do SC e ao
estado inflamatorio da doenca. Esses achados podem contribuir para o melhor
entendimento dos mecanismos imunes envolvidos na doenga, além de orientar futuros

estudos e aplicacdes clinicas.
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